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RESUMO

A Starmerella bombicola é uma levedura ndo patogénica produtora do biossurfactante
soforolipidio. O soforolipidio € classificado como um composto promissor e oferece varias
vantagens em relacdo aos surfactantes quimicos, dentre eles, a atividade especifica que se
mantém com a varia¢do de temperatura, baixa toxicidade, biodegradabilidade e que pode ser
produzido em grandes quantidades. Entretanto, os custos para sua produgéo sdo altos, por isso,
o presente estudo utilizou residuos industriais como o melago de cana-de-agucar e o “corn steep
liquor” (CSL) para producéo de biossurfactante e utilizagio de diferentes tipos de dleos vegetais
e residuo da extragdo do 6leo de oliva (OMW) para auxiliar no processo fermentativo ao reduzir
os custos da matéria prima. Os resultados mostraram que as matérias primas analisadas podem
ser utilizadas como substitutos da glicose e extrato de levedura, visto que, houve redugdo da
tensdo superficial e bom crescimento celular tanto em biorreator € em Erlenmeyer. Além disso,
o Oleo de soja também pode ser utilizado como substancia auxiliadora na produc¢do do

soforolipidio.

Palavras-chave: Starmerella bombicola; biossurfactante; oleo vegetal; residuos industriais;

tensdo superficial; densidade otica.
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1. INTRODUCAO

Os surfactantes apresentam uma estrutura molecular de carater anfipatico, ou seja,
apresentam uma por¢ao apolar e uma outra polar, sendo capazes de promover a emulsificagdo
de hidrocarbonetos, tornando-os soliveis em agua, além de reduzir a tensdo superficial e elevar
o deslocamento de compostos oleosos. Eles podem ser biologicamente produzidos por
leveduras, bactérias e fungos, sendo chamados de biossurfactantes. Além disso, Possuem
diversas aplicagdes como produtos de limpeza ambiental, usados na recuperagio de petroleo,

farmacos, alimentos e cosméticos (BANAT, 1995).

Os biossurfactantes possuem vantagens sobre seus quimicos homdlogos, pois eles sdo
biodegradaveis, possuem baixa toxicidade, sdo efetivos em temperaturas extremas ou variagdes
de pH, apresentam menor concentra¢do micelar critica (CMC), diversidade estrutural, baixa
capacidade de formac¢do de espuma e uma alta detergéncia, melhor compatibilidade ambiental

(DANIEL; REUSS; SYLDATK, 1998; HIRATA ef al., 2009; RUFINO ef al., 2014).

A produgdo total de surfactantes em 2012 foi de aproximadamente 12 milhdes de
toneladas, sendo que destes, 3,5 milhdes de toneladas foram de biossurfactantes. Além disso,
as receitas da parte de base bioldgica do mercado foram de U$ 6,588 milhdes. No entanto, do
ponto de vista econdmico, biossurfactantes apresentam um custo de produ¢do maior do que o
seu equivalente quimico, impedindo a imediata troca entre os compostos (CAMPOS et al.,

2013).

Ainda ¢é importante destacar que os biossurfactantes podem ser produzidos com
recursos renovaveis e econdmicos, tais como: 6leos vegetais, residuos de destilaria e residuos
de laticinios. Desta forma, torna-se relevante o desenvolvimento de novas metodologias e
exploragdo de diferentes matérias primas que possam viabilizar a produg@o de biossurfactantes
de modo que haja uma melhor e maior competi¢do com o mercado de surfactantes quimicos

(RUFINO et al., 2014).



No que tange aos microrganismos que sdo capazes de sintetizar biossurfactantes, os
produzidos por bactérias, que sdo os mais estudados, possuem limita¢des de uso em algumas
areas devido a sua patogenicidade. Neste contexto, algumas leveduras que possuem o stafus de
“generally regarded as safe” (GRAS) e portanto ndo patogénicos tem sido investigados como
potenciais produtores de biossurfactantes (SHEPHERD ef al., 1995).

1.1. Biossurfactantes

Os biossurfactantes sdo compostos anfipaticos com uma por¢do hidrofilica e outra
hidrofébica que dividem, preferencialmente, interfaces liquidas com diferentes graus de
polaridade e ligagdes de hidrogénio, tais como oleo/agua ou ar/agua. O fragmento apolar
geralmente ¢ composto por hidrocarbonetos, enquanto a por¢ao polar pode ser idnica (catidnica
ou anidnica), ndo idnica ou anfotera (SILVA et al., 2014).

Uma das caracteristica dos biossurfactantes € seu baixo valor de CMC. A CMC consiste
na concentracdo de biossurfactantes em que conjuntos moleculares organizados, conhecidos
como micelas, sdo formados e correspondem ao ponto em que o biossurfactante atinge a menor
tensdo superficial estavel, apos o qual os compostos adicionais ndo tém mais efeito (Figura 1).
A CMC ¢ a medida mais utilizada para a avalia¢do da atividade surfactante e também pode ser
definida como a solubilidade de um surfactante na fase aquosa (CAMPOS et al., 2013;

RUFINO et al., 2014).
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Figura 1. Obtencio da concentragio micelar critica (CMC). Fonte: Adaptado de SANTOS et al., 2016, p. 2.
1.2, PRODUCAO DE BIOSSURAFACTANTE POR MICRORGANISMOS

H4 uma grande variedade de microrganismos que s3o capazes de produzir
biossurfactantes com diferentes estruturas moleculares (DELEU; PAQUOT, 2004). A
composi¢ido e rendimento da sintese deste produto dependem do tipo de fermentador utilizado,
pH, nutrientes, substratos e temperaturas empregados (MULLIGAN, 2005).

Os microrganismos usam um conjunto de nutrientes para o seu crescimento como fontes
de carbono, agucares, fontes de nitrogénio e alguns elementos traco e, como consequéncia,
ocorre a produgdo do biossurfactante. A combinagdo de fontes de carbono hidrofilica com
substratos insoluveis facilita a difusdo intracelular e a produgéo de diferentes substancias (DAS,
2014). Ainda, os microrganismos produzem os biossurfactantes durante seu crescimento em
substratos hidrofobicos, € na maioria das vezes tal evento ocorre na fase estacionaria do
crescimento celular (SAHARAN; SAHU; SHARMA, 2011).

A cinética de producdo dos biossurfactantes exibe variagdes entre os diferentes sistemas,
podendo levar a algumas generaliza¢gdes. Outrora, por conveniéncia, 0s parametros cinéticos
podem ser agrupados nos seguintes tipos: produg@o associada ao crescimento, produc¢do sob

condigOes limitantes de crescimento, produgdo de células em repouso ou imobilizadas e



produgdo com a suplementagdo de um precursor. Para a produgo associada ao crescimento,
existe uma relagdo paralela entre o crescimento, utilizagdo de substrato e produgdo do
biossurfactante, em que o biossurfactante aumentara sua producdo concomitantemente ao
crescimento do microrganismo e diminui¢do do substrato (DESAL; BANAT, 1997).

Na produg¢do sob condigdes limitantes de crescimento, ha aumento acentuado no nivel
de biossurafactante devido a limitagdo de um ou mais componentes do meio de cultura (DESAL,
BANAT, 1997). Portanto, a formagdo do produto se da apds o inicio do crescimento celular,
quando a presenga de um item do meio se limita. Sabe-se, ainda, que uma maior produgéo de
biossurfactante ocorre quando o crescimento esta na fase estacionaria, em que ha uma limitagao
de nitrogénio e ferro (GUERRA-SANTOS; KAPPELI, FIECHTER, 1984).

A produg@o de biossurfactante por células em repouso ou imobilizadas ocorre quando
ndo ha multiplicagdo das células, permancendo na fase estaciondria. No entanto, a célula
continua a utilizar as fontes de carbono para a sintese do biossurfactante. A produgdo de
biossurfactante por esse pardmetro ¢ importante para a redugdo do custo de recuperacdo do
produto, pois as fases de crescimento e formagdo do produto podem ser separadas (DESALI;
BANAT, 1997).

Por ultimo, a produgdo com a suplementa¢do de um precursor ocorre quando adiciona-
se precursores de biossurfactantes no meio de cultura, causando mudangas na produg@o tanto
qualitativamente quanto quantitativamente. Por exemplo, a adi¢do de compostos lipofilicos ao
meio de cultura de Starmerella bombicola resultou no aumento da produgdo de biossurfactante
com rendimentos de cerca de 120 a 150 g/L (LEE; KIM, 1993).

O motivo pelo qual os microrganismos produzem os biossurfactantes ainda ndo ¢
totalmente esclarecido. Sugere-se que a produgdo ocorra para sobrevivéncia em ambientes com

substratos hidrofobico e dessor¢do desses, permitindo contato direto com a célula, o que



aumenta a biodisponibilidade dos substratos insoluveis (MARGESIN; SCHINNER, 2001;
OLIVERA et al., 2003).

A sintese deste produto pode ocorrer por uma via de novo e/ou pela montagem a partir
do substrato. De acordo com que Sen (2010), a proposta para a sintese do biossurfactante
apresenta quatro pressupostos: (1) tanto a por¢ao apolar e polar sdo sintetizados em vias de
novo indepedentemente; (2) a parte hidrofilica € sintetizada por uma via de novo e a porgao
hidrofobica induzida pelo substrato; (3) a parte hidrofobica ¢ induzida pela via de novo e a
hidrofilica sintetizada a partir do substrato e (4) ambas as porgdes hidrofobica e hidrofilica sdo

sintetizados utilizando o substrato.

1.3. FATORES QUE INTERFEREM NA PRODUCAO DO BIOSSURFACTANTE

1.3.1. Fontes de carbono

As fontes de carbono possuem papel fundamental no crescimento e producdo de
biossurfactantes por microrganismos, variando de espécie para espécie (SANTOS et al., 2016).
Finnerty e Singer (1985) e Neidleman e Geigert (1984) mostraram evidéncias de variagio
qualitativa, refletindo o nimero de alcanos na produ¢do de biossurfactante em Acinefobacter
sp. estirpes H13-A e HO1-N, respectivamente. Um rendimento muito baixo foi encontrado
quando apenas glicose ou 6leo vegetal foi usado para a producdo de um biossurfactante por
Torulopsis bombicola, mas o rendimento aumentou para 70 g/L. quando ambas as fontes de

carbono foram fornecidas juntas (COOPER; PADDOCK, 1984).

1.3.2. Fontes de nitrogénio

As fontes de nitrogénio consistem no segundo suplemento mais importante para a
produgdo de biossurfactantes por microrganismos. Nos processos fermentativos, a relagdo C/N
afeta o acimulo de metabolitos. Quanto maior a relagdo C/N (isto €, baixos niveis de nitrogénio)
mais limitado € o crescimento bacteriano, favorecendo o metabolismo celular para a produgdo
de metabolitos. Em contraste, o excesso de nitrogénio leva a sintese de material celular e limita

o acumulo de produtos (ROBERT ef al., 1989).



Diferentes fontes de nitrogénio organico e inorganico tém sido utilizadas na produgdo
de biossurfactantes. Esse composto apresenta uma grande importancia para a produgdo de
biossurfactante por P. aeruginosa, bactéria gram negativa produtora do biossurfactante
ramnolipidio, cultivada em meio mineral contendo 3% de glicerol. Como o nitrato de sodio
(NaNOQO3) se mostrou mais eficaz que o sulfato de amodnio ((NH4)2SO4), as limitagdes
nutricionais orientam claramente o metabolismo celular para a formagdo do produto (SANTA

ANNA et al., 2001).

1.3.3. Fatores ambientais

Fatores ambientais e condi¢des de crescimento como pH, temperatura, agitagdo e
disponibilidade de oxigénio também afetam a producdo de biossurfactantes através de seus
efeitos sobre o crescimento ou atividade celular (DESAIL BANAT, 1997). Nos microrganismos
o pH do meio desempenha um papel importante na produgio de soforolipidios, pois o seu valor
pode favorecer a maior captagdo de glicose como fonte de carbono para a produgdo do

biossurfactante (SOUZA et al., 2017a).

O segundo fator € a temperatura que altera a composi¢do do biossurafactante produzido
por microrganismo (DROUIN; COOPER, 1992). Outro fator que altera a produgdo de
biossurfactante sdo os sais, pois dependendo de suas concentragdes pode ocorrer a alteragdo da
atividade celular do microrganismo, alterando a sua producdo. Alguns biossurfactantes, no
entanto, ndo sdo afetados por concentragdes salinas de até 10% (massa/volume) (ABU-

RUWAIDA et al., 1991).

Ainda, a transferéncia de oxigénio é outro parametro importante para a otimizagdo do
processo e aumento de escala da produgdo de biossurfactante, pois o oxigénio pode ser um
cofator importante na via de biossintese do surfactante biolégico (SHEPPARD, COOPER,
1990). Em levedura, a produg@o de biossurfactante aumenta quando as taxas de agitagdo e

aeragdo sdo aumentadas (SPENCER; SPENCER; TULLOCH, 1979).



1.4. CLASSIFICACAO DOS BIOSSURFACTANTES

Os biossurfactantes sdo classificados de acordo com a sua composi¢do quimica e 0s
microrganismos que os produzem. Portanto, os biossurfactantes sdo divididos em glicolipidos,
lipopeptidios e lipoproteinas, fosfolipidos, acidos graxos hidroxilados e de ligacdo cruzada e
acidos graxos, surfactantes poliméricos e particulados ( LANG; WAGNER, 1987).

1.4.1. Glicolipidios

Os glicolipideos (Figura 3) sdo os biossurfactantes mais conhecidos entres as classes
existentes. Eles sdo constituidos por carboidratos em combinagdo com acidos alifaticos de
cadeia longa ou &cidos hidroxialifaticos. Entre os glicolipidios, os mais conhecidos sdo
ramnolipideos, trealolipideos e soforolipidios (DESAI; BANAT, 1997).

Os ramnolipideos sd@o formados por uma ou duas moléculas de ramnose que estdo
ligadas a uma ou duas moléculas de acido B-hidroxidecandico. Os soforolipidios por sua vez
apresentam um carboidrato dimérico de soforose ligado a um acido graxo hidroxil de cadeia
longa através de uma ligacdo glicosidica. O trealolipideo € o dissacarideo trealose ligada em
um carbono 6 e 6’ aos acidos micolicos, sendo estes, acidos graxos de cadeia longa (ABDEL-

MAWGOUD: LEPINE; DEZIEL, 2010; DESAL; BANAT, 1997; HU: JU, 2001).
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1.4.2. Lipopeptidios e lipoproteinas

Os lipopeptidios sdo produzidos, por exemplo, por bactérias do género Bacillus e
apresentam alta eficiéncia como tensoativos (FIECHTER, 1992). O lipopeptideo ciclico
surfactina (Figura 4) ¢ produzida por linahgens de B. subtilis, classificado como um dos mais
potentes biossurfactantes, pois consegue diminuir a tensdo superficial de 72 para 27,9 mN/m

em concentragdes tdo baixas quanto 0,005% (ARIMA; KAKINUMA; TAMURA, 1968).
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Figura 3. Estrutura da lipoproteina ciclica surfactina produzida por Bacillus subtilis. Fonte: DESAI e BANAT,
1997, p. 50.

1.4.3. Acidos graxos, fosfolipidios e lipidios neutros

Diferentes bactérias e leveduras produzem grandes quantidades de acidos graxos e
surfactantes fosfolipidicos durante o crescimento em alcanos. Vesiculas ricas em
fosfatidiletanolamina (figura 5) sfio produzidas a partir de Acinetobacter spp. e formam
microemulsdes opticamente claras de alcanos em agua. Esses biossurfactantes sdo essenciais

para aplicagdes médicas (GAUTAM; TYAGI, 2006).
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Figura 4. Estrutura da fosfatidiletanolamina, produzida por Acinetobacter spp. R1 ¢ R2 sdo cadeias de
hidrocarbonetos de dcidos graxos. Fonte: DESAI ¢ BANAT. 1997. n. 50.



1.4.4. Biossurfactantes poliméricos

Emulsan, lipomanan, alasan, liposan e outros complexos de proteinas polissacaridicos
sdo os biossurfactantes poliméricos mais bem estudados. O Emulsan (figura 6) € um
emulsificante para hidrocarbonetos em agua em concentragdes tdo baixas quanto 0,001% a
0,01% (HATHA; EDWARD, PATTANATHU RAHMAN, 2007; LANG, 2002). Liposan
(figura 6) € um emulsificante soluvel em agua extracelular sintetizado por C. lipolytica e ¢
constituido por 83% de carboidratos e 17% de proteinas. H4 uma discussdo para estudar a

aplicagdo do Liposan como emulsionante nas industrias de alimentos e cosméticos

(CHAKRABARTT, 2012).
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Figura 5. Estrutura quimica do Emulsan (A) ¢ do Liposan (B). Fonte: DESAI ¢ BANAT, 1997, p. 50.
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1.4.5. Biossurfactantes particulados

Os biossurfactantes particulados s@o caracterizados por dividir as vesiculas de
membrana extracelular para formar uma microemulsdo que exerce influéncia na captura de
alcanos nas células microbianas. O Acinefobacter spp. possui vesiculas com didmetro de 20 a
50 nm e densidade de 1,158 g/cm® composto por proteinas, fosfolipidios e lipopolissacarideos

(CHAKRABARTI, 2012; VIDJAYAKUMA:; SARAVANAN, 2015).



1.5. APLICACOES DOS BIOSSURFACTANTES

Os biossurfactantes estdo se tornando cada vez mais importantes produtos da area
biotecnoldgica para aplicagdes industriais e médicas devido a seus modos especificos de acao,
baixa toxicidade, relativa facilidade de preparagdo e ampla aplicabilidade. Eles podem ser
usados como emulsificantes, desemulsificantes, para degradagdo de contaminantes quimicos,
agentes umectantes e espumantes, ingredientes alimentares funcionais e como detergentes em
petréleo, petroquimica, gestdo ambiental, agroquimicos, alimentos e bebidas, cosméticos e
produtos farmacéuticos, detergentes de lavanderia comerciais e nas industrias de mineragdo e

metalurgia (SANTOS et al., 2016).

1.5.1. Biorremediacio

A biorremediacdo ¢ hoje considerada uma das alternativas mais promissoras da
biotecnologia ambiental. Essa tecnologia usa a incrivel capacidade de microrganismos ou
plantas de acumular, desintoxicar, degradar ou remover contaminantes ambientais. A
biorremediagdo proporciona a transformacgdo e/ou até a remog¢do de poluentes organicos e
inorganicos, mesmo quando presentes em baixa concentragdo (HLIHOR ez al., 2017).

A contamina¢do do solo por 6leo € um problema comum e os métodos de tratamento
fisico ou técnicas de remediagdo existentes podem ser dificeis ou economicamente inviaveis.
Desta forma, o processo de biorremediag@o in situ pelo uso de microrganismos surge como um
potencial método para solucionar esse tipo de contaminagdo (DAS; MUKHERIJEE, 2007).

O uso de surfactantes quimicos na biorremediacdo pode melhorar a solubilidade de
compostos hidrofébicos, permitindo a dessor¢do e solubilizagdo de compostos hidrofébicos e
metais pesados e facilitando a assimilagdo desses compostos por células microbianas.
Entretanto os surfactantes quimicos alteram a permeabilidade da membrana celular microbiana,
0 que compromete a capacidade de biodegradacdo por microrganismos (HUNT; ROBINSON;
GHOSH, 1994). Por essa razdo os biossurfactantes estdo sendo usados cada vez mais ja que,

geralmente, sdo bem menos toxicos que os surfactantes quimicos, mas sdo tdo eficazes e mais
10



facilmente biodegradaveis. Além disso, o uso de microrganismos capazes de produzir seus
proprios biossurfactantes através da degradagdo de poluentes pode reduzir ainda mais os custos

do tratamento.

1.5.2. Aplicacio do Biossurfactante na Indistria Petroleira

Devido as excelentes propriedades emulsificantes dos biossurfactantes eles sdo usados
como detergentes na limpeza de bancos de armazenamento de hidrocarbonetos/petroleo bruto.
Quando produzidos por uma cepa bacteriana (Pet 1006), mostraram-se capazes de limpar
tanques de armazenamento de 6leo e recuperar hidrocarbonetos de lodo emulsionado (BANAT
et al., 1991). Em um teste para a limpeza de tanques de armazenamento de oleo, cerca de 91%
do petréleo bruto pode ser recuperado do lodo total. Esse processo de limpeza ¢ altamente
desejavel, visto que se torna economicamente viavel e ecologicamente correto (LILLIENBERG
etal., 1992).

A baixa permeabilidade ou a alta viscosidade do o6leo, bem como as altas tensdes
interfaciais entre a agua e o 6leo podem resultar em forgas capilares altas retendo o 6leo na
rocha do reservatério levando a uma recuperagdo pobre do 6leo (SINGH; VAN HAMME,;
WARD, 2007; VAN DYKE; LEE; TREVORS, 1991). Devido ao fracasso das técnicas de
recuperacdo para reintegragdo do oleo dos reservatorios, os interesses evoluiram em técnicas
de recuperagdo terciaria, cujo objetivo estd na retomada avangada de 6leo “Microbial Enhanced
Oil Recovery” (MEOR) utilizando microrganismos e/ou seu biossurfactante, o qual
aproximadamente 30% do oleo presente em um reservatorio pode ser recuperado ( FINNERTY
:SINGER, 1984; MUKHERJEE, 2007).

Existem varias estratégias envolvendo o uso de biossurfactante no MEOR. A primeira
estratégia envolve a inser¢do de microrganismos produtores de biossurfactantes em um
reservatorio atraveés do pogo, com subseqiiente propagagdo in sifu de micrdbios através da rocha

do reservatorio. A segunda estratégia envolve a adigdo de nutrientes selecionados em um
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reservatorio, afim de favorecer e encorajar o crescimento de microrganismos produtores de
biossurfactantes indigenas, ou seja, produzidos por microrganismos nativos do ambiente
contaminado. O terceiro mecanismo envolve a produg@o de biossurfactantes em biorreatores ex
situ e posterior introducdo no reservatorio. Um exemplo dessa aplicagdo consiste no caldo de
cultura contendo biossurfactante de Rhodococcus ST-581 e o termofilico Bacillus AB-282 pode
liberar 80% e 95% de oOleo de colunas de areia, respectivamente ( BUBELA, 1987; ABU-

RUWAIDA et al., 1991).

1.5.3. Industria de alimentos

Os biossurfactantes possuem varias aplicagdes na industria de alimentos, como a
capacidade de controlar a aglomeragdo de globulos de gordura, estabilizar sistemas aerados,
melhorar a textura e o prazo de validade de produtos contendo amido, modificar propriedades
reologicas da massa de trigo e melhorar a consisténcia e textura de produtos a base de gordura
(NITSCHKE; COSTA, 2007, KACHHOLZ; SCHLINGMANN, 1987).

A emulsificagdo ¢ um processo importante na industria de alimentos, sendo essenciais
na formagdo da consisténcia e textura em alimentos, bem como a dispersdo de fases e
solubiliza¢do de aromas. A fung¢do principal dos emulsificantes em produtos alimenticios €
estabilizar a emulsdo, controlando a aglomeragdo dos globulos de gordura e estabilizando os
sistemas aerados. Uma emulsdo tem pelo menos um liquido imiscivel (fase interna descontinua)
disperso em outro (fase externa continua) na forma de goticulas. A estabilidade deste sistema ¢
minima, mas pode ser aumentada pela adi¢do de um surfactante, que reduz a energia superficial
entre as duas fases por uma redugdo na tensdo interfacial, impedindo assim a coalescéncia de
particulas através da formacdo de barreiras estéricas e eletrostaticas (CAMPOS et al., 2013;
CAMPOS; STAMFORD; SARUBBO, 2014; NITSCHKE; PASTORE, 2002).

Recentemente, um bioemulsificante isolado de uma cepa marinha de Enferobacter

cloaceae foi usado como um potencial agente para o aumento da viscosidade de interesse na
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industria de alimentos, especialmente devido a boa viscosidade observada em pH éacido
permitindo seu uso em produtos alimenticios contendo acidos comestiveis, como écido citrico
ou acido ascorbico (IYER; MODY; JHA, 2006).

1.5.4. Area médica

Os biossurfactantes também té€m sido utilizados em diferentes aplica¢des biologicas
devido as suas propriedades fungicidas, bactericidas, inseticidas e antivirais, bem como
utilizados como agentes antiadesivos e inibidores de enzimas (RANGARAJAN; SEN, 2013;
WEST; HARWELL, 1992). Abalos et al., (2001), identificaram seis ramminolipideos em
culturas de P. aeruginosa AT10 cultivadas em residuo de refinaria de 6leo de soja e avaliaram
as propriedades antimicrobianas da solu¢do, mostrando que os ramnolipideos apresentam
atividade antibacteriana.

A surfactina possui propriedades como a hemolise e inibe a formagdo de coagulos de
fibrina, o que indica seu uso potencial no setor farmacéutico (RODRIGUES et al., 2006). A
iturina, produzida por B. subfilis, exibe propriedades antifungicas (THIMON et al., 1995). Os
soforolipidios produzidos pela S. bombicola t€m sido estudados devido as suas atividades
espermicidas e citotoxicas, bem como a agdo antiHIV que pode reduzir a proliferacdo da
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS), assim como, também foram estudados como
agentes anti-inflamatorios para pacientes com doengas imunologicas (KITAMOTO e al., 2009;
MUTHUSAMY et al., 2008). Apesar do grande nimero de publica¢des e patentes relacionadas
ao uso de biossurfactante, aplicagdes reais nas industrias farmacéutica, biomédica e de saude

permanecem bastante limitadas (FRACCHIA ef al., 2015).

1.5.5. Detergentes comerciais para lavanderia

A maioria dos compostos tensoativos (elementos importantes utilizados nos detergentes
de lavandaria comerciais modernos) sdo quimicamente sintetizados e apresentam toxicidade

para organismos vivos de dgua doce. Portanto, a crescente inquietagdo publica sobre os riscos
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ambientais associados aos surfactantes quimicos estimulou a busca por substitutos naturais e
ecologicos dos tensoativos quimicos em detergentes para lavanderia (SEN, 2010).

Os biossurfactantes lipopeptidicos ciclicos mostraram boa capacidade de formagédo de
emulsdo com o6leos vegetais e excelente compatibilidade e estabilidade com detergentes
comerciais para lavanderia, favorecendo sua inclusdo em formula¢des para esses tipos de

produtos (MUKHERJEE, 2007).

1.6. Starmerella bombicola

A Starmerella bombicola é uma levedura que foi retratada primeiramente por Spencer,
Gorin e Tulloch (1970), a que identificaram em varias amostras de néctar de plantas selvagens
oriundas de diferentes partes do Canada, sendo relacionada incialmente ao género Torulopisis
apos a realiza¢do de ensaios bioquimicos. A Torulopisis bombicola tem a sua ocorréncia
frequente e sua estreita associacdo com as abelhas, onde estd envolvida com rela¢des de

mutualismo com o inseto (SPENCER; GORIN; TULLOCH, 1970).

No ano de 1998, um estudo de analise filogenética foi realizado por Rosa e Lachance
(1998) que propuseram a troca do género para Starmerella, para acondicionar o estado
teleomorfico (estagio sexual) da entdo Candida (sinonimo de Torulopisis) bombicola. O nome
Starmerella, entdo, foi dado em homenagem a Willian S. Starmer, em reconhecimento a sua
contribui¢do para ecologia e evolugdo de leveduras associadas a plantas e insetos (ROSA,;

LACHANCE, 1998).

As leveduras sio comumente conhecidas como produtoras de soforolipidios. O
biossurfactante € um composto promissor que oferece varias vantagens em relacdo aos
surfactantes quimicos: elevada seletividade e atividade especifica em uma ampla gama de
condigdes de temperatura, pH e salinidade, baixa toxicidade, elevada biodegradabilidade e
aceitacdo ecologica e eles podem ser produzidos em grandes quantidades (RUFINO ef al.,

2014).
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1.6.1. Biossintese de soforolipidio

A biossintese de soforolipidio ocorre na fase estaciondria do crescimento das leveduras

quando submetidas a condi¢des limitantes de nitrogénio e dissociada do crescimento celular.
Na presenga de fontes de carbono hidrofobica a Starmerella bombicola sintetiza os
soforolipidios por meio de uma hidroxilagdo do acido graxo presente no meio, podendo ser de
varias origens: suplementado na forma de acido graxo, n-alcanos, alcool, aldeido, triglicerideos
ou ¢steres de acidos graxos, que serdo metabolizados até seu correspondente acido graxo (DE
OLIVEIRA et al., 2014).
Na auséncia de fontes de carbono, o acido graxo se forma atraves da sintese de novo, a partir
da acetil-CoA. O processo de ativagdo dos acidos graxos ocorre atraves da hidroxilagdo de sua
porg¢do carbono terminal ((0) ou subterminal ((0-1), essa hidroxilagdo ¢ mediada pela enzima
citocromo monoxigenase P450 pertencente a familia CYP52 (CYP52M1), que € expressa
exclusivamente na fase estacionaria do crescimento do microrganismo, dependente do fosfato
de dinucleotido de nicotinamida adenina (NADPH) ligado a membrana celular, conduzindo a
formacdo do correspondente acido graxo hidroxilado correspondente. Este pode ser
metabolizado por B-oxida¢do quando a concentragdo de glicose for baixa e utilizada para a
manutengdo da célula em vez da sintese de soforolipidio (DE OLIVEIRA et al., 2014).

Nos proximos dois estagios, duas moléculas de glicose serdo ligadas ao acido graxo
ativado. A primeira ¢ ligada (posi¢do C1°) ao (D grupo hidroxila ou -1 do acido graxo pela
acdo da Glicosiltransferase I (UgtAl). As reagdes requerem que a glicose seja ativada na forma
de uridina difosfato glicose (UDP-glicose), que atua como doador de grupamentos de glicosil.
No passo seguinte, uma segunda glicose € ligada glicosidicamente a primeira glicose (posi¢do
C2’) pela Glucosiltransferase IT (UgtA2). Ambas enzimas, UgtAl e UgtA2, sdo expressas em
grandes quantidades no inicio da fase estacionaria. A glicose fornecida no meio ndo €

diretamente incorporada na estrutura do soforolipidio e sim metabolizada pela via glicolitica,

15



sendo que a glicose do soforolipidio € formada a partir da gliconeogénese (DE OLIVEIRA ef

al., 2014). O produto da segunda reagdo de glicosilagdo ¢ o soforolipidio na sua forma acida

nao acetilada, mais reagdes de acetilagdo e lactonizagdo promovem variagdes estruturais. A

acetilagdo da soforose nas posi¢des C6 ’e C6’’ ¢ mediada pela agdo da acetiltransferase. O

processo de lactonizagdo ocorre por meio de uma reagdo de esterificagdo entre o agrupamento

carboxilico do acido graxo e o grupo hidroxil C4 ", sendo possivel ocorrer mais raramente no

C6 'ou C6", e a enzima responsavel pela lactonizagdo ocorre pela agdo de uma lactonesterase

ligada a parede celular (figura 2). O processo de excrecdo do soforolipidio ainda ndo foi

completamente compreendido, sendo que pode ocorrer a partir da formagdo de vesiculas,

mediadas possivelmente por transportadores passivos ou ativos (DE OLIVEIRA e al., 2014).
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Figura 6. Mecanismo metabdlico de biossintese de soforolipidios pela S. bombicola Fonte: Adaptado de

CIESIELSKA et al., (2013), pag. B.
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2. OBJETIVOS

2.1.  Objetivo geral

Ensaios de producdo de soforolipidios pela Starmerella bombicola utilizando oleo
vegetal e residuos agroindustriais {“Corn steep liquor” (CSL), melago de cana-de-aglcar e
“Olive mill wastewater” (OMW)} como substituintes dos compostos sintéticos (glicose e

extrato de levedura), comumente usados no meio de cultura para producdo de biossurfactante.

2.2.  Objetivos especificos

e Substituir componentes do meio de cultura sintético por residuos agroindustriais;

e Avaliar a redugdo da tensdo superficial e o aumento do crescimento celular em meios
contendo residuos como substrato através de testes em erlenmeyer,

e Verificar o desempenho da melhor condi¢do de meio de cultura para a produgdo de
biossurfactantes e analisar o comportamento da produgdo, redugdo da tensio superficial

e 0 aumento do crescimento celular em biorreatores da levedura Starmerella bombicola,

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Microrganismo e sua manutencio
Para a realizagdo do presente estudo, foi utilizada uma cepa da levedura Starmerella
bombicola, que foi mantida em microtubos de 2 mL a — 80°C, com glicerol, de forma a manter
o metabolismo da levedura nos mais baixos niveis. A cepa foi retirada do estoque 10 minutos
antes de ser utilizada nos experimentos.
3.2. Produtos Quimicos e Reagentes
Para a condug@o dos experimentos foram utilizados em grau analitico produtos quimicos
(extrato de levedura, glicose e ureia), solventes (n-hexano, acetato de etila, isopropanol) e
residuos agroindustriais {“corn steep liquor” (CSL), melago de cana-de-agucar e “olive mill
wastewater”(OMW)}, que foram fornecidos pelo Laboratério de Fermentagdes, do Centro de

Engenharia Biologica da Universidade do Minho, localizado na cidade de Braga, em Portugal.
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Oleo de soja e 6leo de oliva foram obtidos nos supermecados locais da cidade de Braga, em
Portugal.
3.3. Preparo do pré-inoculo

Nos testes em erlenmeyer, foram preparados 50 mL de meio de cultura em frascos de
100 mL, o meio era composto por 100 g/L glicose, 10 g/L extrato de levedura e 1 g/L. ureia,
com pH ajustado para o valor de 6. Todo esse sistema foi autoclavado a 121°C por 15 minutos.
Posteriormente inoculou-se 100 puLL do estoque da cepa de Sarmerella bombicola, preparando-
se o pré-inoculo. Os frascos foram mantidos na temperatura de 30°C por 48 horas em rotagdo
de 180 rpm (SHAH et al., 2017).

Para os testes em biorreator foram feitos dois pré-indculos: um contendo 50 mL de
meio (100 g/ glicose, 10 g/L. extrato de levedura e 1 g/L. ureia e pH 6), com as mesmas
caracteristicas do pré-indculo utilizado nos testes em erlenmeyer. Apos 48 horas, uma aliquota
de 10 mL {5% (v/v)} do primeiro frasco foi colocada no pré-inoculo (2) com as mesmas
condigdes dos meios de cultivo relatados anteriormente, porém, com o volume total de 100 mL.
Este meio foi mantido a 30°C por 48 horas em rotacdo de 180 rpm antes de ser totalmente
inserido no biorreator.

3.4. Preparo dos meios de cultura

Para cada experimento conduzido foi desenvolvido uma composi¢do diferente de cada
meio de cultura, entretanto, o volume total dos frascos era de 200 mL de meio cultura com pH
6, que foram autoclavados a 121°C durantel5 minutos. Em seguida, os frascos contendo os
meios de cultura eram inoculados com 10 mL {5% (v/v)} do pré-inoculo para serem incubados
a 30°C por 144 ou 168 horas, com rotagdo de 180 rpm. Os diferentes tipos de meios testados

para investigar a produg@o de soforolipidios pela levedura estdo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1. Variagido da composi¢io de cada meio de cultura (a, b, ¢, d) em Erlenmeyer de acordo com cada
ensaio realizado.

Meio

Composicio

10

Ensaio

(a) 100 g/L oleo de soja, 100 g/L. de glicose, 10 g/LL de extrato de levedura e 1
g/L. de ureia.

(b) 100 g/L 6leo de oliva, 100 g/L. de glicose, 10 g/L de extrato de levedura e 1
g/L. de ureia.

(c) 100 g/ OMW, 100 g/L de glicose, 10 g/L de extrato de levedura e 1 g/L. de

ureia.

(d) 100 g/L 6leo de oliva + 6leo de soja, 100 g/L. de glicose, 10 g/L de extrato de

levedura e 1 g/L. de ureia.

20

Ensaio

(a) 50 g/LL melago, 100 g/L 6leo de soja, 10 g/L. de extrato de levedura e 1 g/LL

de ureia.

(b) 100 g/L. melago, 100 g/L 6leo de soja, 10 g/L de extrato de levedurae 1 g/L.

de ureia.

(c) 150 g/L. melago, 100 g/L 6leo de soja, 10 g/L de extrato de levedurae 1 g/L.

de ureia.

(d) 200 g/L. melago, 100 g/L dleo de soja, 10 g/LL de extrato de levedura e 1 g/L.

de ureia.

30

Ensaio

(a) 5 mL CSL, 100 g/L 6leo de soja,50 g/L. de melago e 1 g/L de ureia.
(b) 10 mL. CSL, 100 g/L 6leo de soja,50 g/LL de melago e 1 g/L. de ureia.
(c) 15 mL CSL, 100 g/L o6leo de soja,50 g/LL de melago e 1 g/LL de ureia.

(d) 20 mL. CSL, 100 g/L 6leo de soja,50 g/LL de melago e 1 g/L. de ureia.




(a) 25 g/L 6leo de soja, 5 mL de CSL,50 g/L. de melago e 1 g/LL de ureia.
4° (b) 50 g/L 6leo de soja, 5 mL de CSL,50 g/L. de melago e 1 g/LL de ureia.
Ensaio

(c) 75 g/L 6leo de soja, 5 mL de CSL,50 g/L. de melago e 1 g/L de ureia.

(d) 100 g/L oleo de soja, S mL de CSL,50 g/L. de melago e 1 g/L. de ureia.

Para os testes em erlenmeyer e em biorreatores, o CSL foi feito a uma quantidade de
20% (v/v), ou seja, adicionou-se 20 mL de CSL e o restante foi preenchido com agua destilada,
a fim de se obte um volume final de 100 mL. O pH do frasco contendo o CSL foi corrigido para
o valor de 6 e, em seguida, autoclavou-se separadamente os meios de cultura e o biorreator nas

condi¢des de 121°C por 15 minutos. A adicdo do CSL foi feita no momento do inoculo.

3.5. Biorreator

Nos testes em biorreator foi utilizado o biorreator-fermentador combinado da
Bioengineering, Inc. Desta forma, foram preparados incialmente 2 L. de meio de cultura com a
composigdo de 50 g/LL de melago, 1 g/ de ureia, 100 g/L. 6leo de soja, 25 g/L. de CSL e pH =
6. Era inoculado 100 mL {5% (v/v)} do pré-indculo. Durante o processo fermentativo nio foi
feito controle de pH, mantendo a temperatura constante de 30°C, rotag¢do a 400 rpm e aeragdo

em 2 L/min.

3.6. Analise da tensao superficial

Nos testes em erlenmeyer, assim como os realizados em biorreatores, foram extraidas
uma aliquota de 10 mL a cada 24 horas, durante o processo fermentativo que variava sua
duracdo entre 144 e 168 horas dependendo do ensaio. Os tubos falcon de 15 mL foram
centrifugados e o precipitado obtido, retirado para a analise de densidade &tica (DO) e o
sobrenadante para avaliagdo da tensdo superficial utilizando um Tensidmetro KRUSS K20
(KRUSS GmbH, Alemanha) equipado com um anel de platina Du Noiiy de 1,9 cm. Nos ensaios

experimentais em biorreatores, realizou-se testes em amostras sem dilui¢do e com dilui¢do de
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1:20, 1:50 e 1:100 para verificar diferengas de concentracdo de biossurfactante em fungdo do

tempo.

3.7. Analise do Crescimento celular

O crescimento celular foi avaliado pela densidade ética (DO) a 600 nm (nanémetros).
A analise foi feita com o precipitado obtido pela centrifugagdo dos tubos contendo 10 mL de
meio retirados a cada 24 horas tanto dos erlenmeyers, como no biorreator. O sobrenadante foi
recolhido. O precipitado foi ressuspendido em agua e agitado para uma melhor
homogeinizagdo. Apds a ressuspensdo foram retirados aliquotas 250 puL. em triplicatas dos tubos

e colocados em microplacas para serem analisados em especfotometro.

3.8. Extracio do biossurfactante

Para a extragdo dos biossurfactantes, os meios em que foram obtidos os melhores
resultados de redugdo da tensdo superficial, foram centrifugados a 8000 rpm por 30 minutos,
retirando-se subsequentemente o sobrenadante para a préxima etapa. Os soforolipidios do meio
fermentado foram extraidos com o uso de acetato de etila e isopropanol na propor¢do de 8:2,
dependente da quantidade de sobrenadante extraidos apds a centrifugacao.

Posteriormente, o meio foi agitado com a ajuda de um agitador magnético para obter
uma mistura homogénea dos compostos. Adiante, a camada contendo o biossurfactante foi
separada esperando-se a evaporagdo dos solventes para obter o residuo no fundo do frasco, que
foi lavado com n-hexano para remog¢do dos 6leos e substancias hidrofobicas remanescentes. O
biossurfactante extraido foi ressuspendido em agua permitindo, em um momento seguinte, a
sua liofilizagdo, processo necessario para tonar possivel a sua pesagem e analise da

concentragdo de biossurfactante produzida.
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4. RESULTADOS

Primeiramente, avaliou-se o desempenho da Starmerella bombicola quando inserida em
meio sintético (Tabela 1, 1° Ensaio) juntamente com 6leo de soja, 6leo de oliva e OMW. Os
quatro tipos de meios variaram em relagdo ao 6leo ou OMW utilizado, sendo que, a quantidade

de glicose, extrato de levedura e ureia mantinham-se os mesmos em todos os frascos.
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Figura 7. (A) Avaliagio do crescimento celular (DO). (B) Avaliagio da redugdo da tensdo superficial (mN/m). As
fermentagdes foram realizadas com Starmerella bombicola cultivadas em frascos com OMW, 6leo de soja, dleo
de oliva ¢ 6leo de soja + 6leo de oliva, ambos a 100 g/L., 100 g/L de glicose, 10 g/L. de extrato de levedurae 1 g/L
de ureia a 30°C ¢ 180 rpm durante 144 horas.

Os valores de tensdo superficial antes do processo fermentativo, ou seja, tempo zero
foram de 43,20, 51,30; 49,20 e 50,10 mN/m, para os meios contendo OMW, 6leo de soja, 6leo
de oliva e 6leo de soja + oleo de oliva respectivamente e apds 144 horas de fermentacdo os
valores da tensdo superficial foram de 42,40; 34,40; 34,00 e 34,20 mN/m, para os meios
contendo OMW, 6leo de soja, 6leo de oliva e 6leo de soja + 6leo de oliva respectivamente
(Figura 7A) e os valores de crescimento celular destes meios foram de 2,639; 2,133; 2,191;
2,222 nm respectivamente (Figura 7B).

Os meios, mostrados apresentaram perfis semelhantes para reducio da tensdo superficial
e crescimento celular, ao contrario do frasco contendo OMW que néo produziu biossurfactante

suficiente para a reducgio da tensdo superficial, pois a diminui¢do minima da tensdo superficial
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aceita para considerar um microrganismo como produtor de biossurfactante ¢ de 8 mN/m
(GUDINA et al., 2015).

Portanto, para posteriores ensaios iria ser adotado o uso do 6leo de soja ou 6leo de oliva
ou Oleo de soja + 6leo de oliva, mas dentre as opg¢des possiveis optou-se por selecionar somente
o 6leo de soja, porque, apesar de apresentar um efeito semelhante ao mostrado nos outros 6leos,
o seu pre¢o de mercado ¢ menor do que o do 6leo de oliva, fazendo com que haja redugdo do
custo de produgdo, o principal responsavel por essa escolha para auxiliar na produgdo do
biossurfactante.

Em seguida, fez-se a substitui¢do da glicose pelo residuo melago (Tabela 1, 2° ensaio).
Para as quatro variaveis de meios de cultura foi utilizado a mesma concentrag@o de 6leo de soja,

extrato de levedura e ureia, diferenciando-se entre si apenas nas concentra¢des do melago

adicionado.
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Figura 8. (A) Avaliagiio do crescimento celular (DO). (B) Avaliagdo da reducio da tensdo superficial (mN/m).
As fermentagdes foram realizadas com Starmerella bombicola cultivadas em frascos com 50, 100, 150 ¢ 200 g/LL

de melago, 100 g/L. de dleo de soja, 10 g/L de extrato de levedura ¢ 1 g/L de ureia a 30°C ¢ 180 rpm durante 168 h.

Apds 168 horas de fermentag@o, o meio de cultivo que apresentou o melhor perfil de
reducdo da tensdo superficial foi o que continha 100 g/L. de 6leo de soja, 10 g/L. de extrato de
levedura e 1 g/l de ureia e 50 g/L de melago, reduzindo de 47,10 no tempo zero para um valor

de 33,20 mN/m no final da fermentacdo (Figura 8A). Apesar do crescimento celular ter
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apresentado ocila¢do durante a fermentacdo, ndo prejudicou a redugdo da tensdo superficial e
ainda apresentou um valor de DO no final de 2,468 nm (Figura 8B) que esta proximo do nimero
encontrado no ensaio passado. Ao contrario do experimento anterior, foi mais facil observar
qual meio apresentou melhor desempenho, uma vez que, ndo houveram outros frascos com
valores semelhantes ao frasco contendo 50 g/L..

A primeira substituicdo de componente realizada foi a da glicose com o melago. A
proxima etapa foi a troca do extrato de levedura que € uma fonte organica de nitrogénio pelo
CSL, um subproduto da industria de moagem umida de milho. Os quatro tipo de meios variaram
no volume de CSL adicionado, sendo que a quantidade de melago, 6leo de soja e ureia foi

mantida a mesma em todos os frascos, assim como mostrado na Tabela 1, 3° ensaio.
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Figura 9. (A) Avaliagio do crescimento celular (DO). (B) Avaliagio da redugédo da tensdo superficial (mN/m). As
fermentagdes foram realizadas com Starmerella bombicola cultivadas em frascos com 5, 10, 15 ¢ 20 mL de CSL,

100 g/L de 6leo de soja, 50 g/L de melago e 1 g/L de ureia a 30°C e 180 rpm durante 144 h.

O perfil de redug@o da tensdo superficial foi semelhante para todos os meios com valores
no tempo zero de 46,40; 46,70; 46,80, 46,20 nN/m; chegando a valores de 32,60, 33,40; 33,50;
33,90 mN/m apos 144 horas de fermentagdo para os meios com 5, 10, 15, 20 mL de CSL
respectivamente (Figura 9A). Em relagdo ao crescimento celular, o meio com 5 mL de CSL
apresentou maior crescimento chegando a valores de 2,936 nm apos 144 horas, frente a valores
de 2,601; 2,474; 2,119 nm para os meios com 10, 15 20 mL de CSL respectivamente (Figura

9B).
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Tabela 2. Resultado das tensdes superficiais apés diluigdes de 1:5 ¢ 1:10 das amostras dos meios de 5, 10, 15, 20
mL de CSL no tempo de 144 horas.

Tensao superficial (mN/m)

Amostra

1:5 1:10
5SmL CSL 32,40 + 0,05 34,00+ 0,12
10 mL CSL 3553+0,12 38,10+ 0,10
15 mL CSL 39,00+ 0,18 42,80+ 0,22
20 mL CSL 39,10+ 0,31 41,80 + 0,33

Apesar do meio que contém 5 mL de CSL ter apresentado uma ligeira diferenga no valor
da tensdo superficial com os demais meios avaliados, ndo foi possivel seleciona-lo como um
meio Otimo para a producdo do biossurfactante, pelo fato da diferenga dos valores de tensdo
superficial com os outros frascos terem sido pequena, por isso procedeu-se fazer diluigdes de
1:5 e 1:10 com as amostras retiradas no tempo de 144 horas para verificar em qual permanecia
a reduc@o da tensdo superficial. As dilui¢des mostradas na Tabela 2 confirmam que o meio
contendo 5 mL de CSL revelou uma maior redugio da tensdo superficial, mantendo o valor
baixo quando comparado aos outros meios quando diluidos em agua.

O ultimo ensaio realizado em erlenmeyers consistiu-se na avaliagdo da variagdo da
concentragdo de oleo de soja no meio contendo como substituintes de glicose (100 g/L) e extrato
de levedura (10 g/L.) o melago (50 g/L) e CSL (5 mL), respectivamente. O experimento foi
realizado para verificar se, em concentragdes mais baixas de 6leo de soja, a produgdo

permaneceria da mesma.
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Figura 10. (A) Avaliagdo do crescimento celular (DO). (B) Avaliagio da redugdo da tensdo superficial (mN/m).

As fermentacdes foram realizadas com Starmerella bombicola cultivadas em frascos com 25, 50, 75 ¢ 100 g/L de
oleo de soja, 50 g/L de melago, 5 mL de CSL ¢ 1 g/L de ureia a 30°C ¢ 180 rpm durante 144 h.

Assim como foi observado nos experimentos anteriores, todos os meios apresentaram

valores semelhantes da redu¢do da tensdo superficial e de crescimento celular (Figura 10). Os

valores da tensdo superficial no tempo zero foram de 44,30; 45,70; 45,15; 44,70 mN/m

enquanto no tempo de 144 horas foram de 33.4; 33,1; 33,0; 32,6 mN/m para 0s meios que

continham 25, 50, 75 e 100 g/I. de 6leo de soja respectivamente (Figura 10A). Outrora os

valores de crescimento celular apds 144 horas foram de 2,878; 2,892; 2,846; 2,847 nm para os

frascos que continham 25, 50, 75 e 100 g/L. de 6leo de soja respectivamente (Figura 10B).
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Figura 11. Valores de tensdo superficial analisados nas diluigdes de 1:10 dos meios com 25, 50, 75 ¢ 100 g/L de

oleo de soja nos tempos de 72, 96, 120 ¢ 144 horas.
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Tomando como referéncia os ensaios decorridos anteriormente, o tempo em que a
tensdo superficial comecava a alcangar valores proximos a 33 mN/m eram em 72 horas.
Portanto, neste ultimo ensaio foram feitas dilui¢oes de 1:10 das amostras desde o tempo de 72
horas para distinguir aquele que possuia a maior produgdo de biossurfactante. O meio que
continha o 6leo de soja a 100 g/L. foi o que manteve os valores mais baixos de tensdo superficial
nas dilui¢des (Figura 11). Portanto, manteve-se sua concentracdo de 100 g/L. como feito nos
experimentos passados.

Apés serem realizados os ensaios em frascos de erlenmeyers, verificou-se que o meio
6timo para ser submetido em teste em biorreator foi o que continha 5 mL de CSL, 100 g/L de
oleo de soja, 50 g/l de melago e 1 g/l de ureia. No primeiro experimento realizado no biorreator
o processo fermentativo ocorreu em 168 horas e cada 24 horas foram retiradas amostras para
realizar a andlise de densidade 6tica e reducdo da tensdo superficial, sendo que nesta tltima

também realizou dilui¢des de 1:20, 1:50 e 1:100.

60,00 1, —8—S/Diluicio —8—120 ——1:50 1:100 =%-DO F 4000
C 3,500
25500 :
= C
% 3000
50,00 -
il C 2,500
K5 :
Q B
= 45,00 £ 2,000 8
(] L
=y ] r
2 ] E 1,500
& 40,00 -
tlav] 1 E
Z ] C 1,000
= 35,00 -
E 0,500
] e —— 4'/‘. B
30,00 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T - 0,000
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Tempo (h)
Figura 12. Avaliagdo do crescimento celular (DO) e tensdo superficial (mN/m), sem ¢ com diluigdo de 1:20, 1:50
¢ 1:100, em fermentagao realizada durante 168 horas com Starmerella bombicola em biorreator com 100 g/L de
oleo de soja, 50 g/L de melago, 5 mL de CSL ¢ 1 g/L. de ureia a 30°C, 400 rpm sem controle de pH ¢ acragdo em
2 L/min.
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Depois de 24 horas de avaliagdo, o valor da tensdo superficial alcangou o valor de 32,37
mN/m para a amostra sem dilui¢do, essa redugdo aconteceu mais rapido que nos experimentos
decorridos anteriormente. Os valores de densidade oOtica também foram maiores que os
experimentos passados, pois apos 168 horas de fermentagdo o crescimento chegou a 3,659 nm,;

em testes anteriores os valores de DO ndo passavam de 3.000 nm (Figura 12).

—_— PO2(%) =—m— Tens&o superficial (mMN/m)

46 1 105 DO pH -40 8

44 | - 3,5

P i _7

£ 42 L 3,0

% L

~ 40 4 -2,5

© ’ -6

© o

5 38 - F2,0R | z

g_ L

7] -5

2 36 - L 1,5

tlev] L

(2]

S 34 - L 1,0

— ! -4
||

32 s—_ o5 |

30d o4 M M-o,o L3

0 20 40 60 80 . 1(I)0 . 150 . 1210 . 160 180
Tempo (h)

Figura 13. Avaliacdo da redugdo da tensdo superficial (mN/m), consumo de oxigénio {PO- (%)}, densidade otica

(DO) e comportamento do pH, em fermentagdo realizada durante 168 horas com Starmerella bombicola em

biorreator com 100 g/L de 6leo de soja, 50 g/l de melago, 5 mL de CSL ¢ 1 g/ de ureia a 30°C, 400 rpm sem

controle de pH ¢ acragdo em 2 L/min.

Quando verificamos a Figura 13, é visto que ao longo da fermentagdo, os valores de pH
diminuem de 7.5 para 3,6. No que tange a porcentagem de oxigénio no meio, observa-se que
ha uma redug@o ao longo do processo fermentativo, chegando até o valor de zero em alguns
momentos, com exce¢do ao periodo entre 20 a 40 horas de fermentagdo em que ha um pico
maior na porcentagem de oxigénio.

Depois da extragdo e liofilizagcdo dos biossurfactantes em todos os ensaios realizados,

foram determinadas as concentragdes de soforolipidios extraidos dos meios. Somente para os
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meios que desempenharam bons resultados tiveram seus biossurfactantes extraidos. Os valores

das concentrac¢des de sorofosfolipidios obtidos podem ser vizualizados na Tabela 3.

Tabela 3. Concentragdo de soforolipidios extraidos nas otimizagdes realizadas apos processo de liofilizacio.

Meios Concentracio (g/L)

100 g/L 6leo de soja, 100 g/L de glicose, 10

g/L de extrato de levedura e 1 g/L de ureia. 1,0000
100 g/L 6leo de oliva, 100 g/L de glicose, 10
g/L de extrato de levedura e 1 g/L de ureia. 1,2505
50 g/I. melago, 100 g/L. 6leo de soja, 10 g/L.
de extrato de levedura e 1 g/L. de ureia. 0,5670
5 mL CSL, 100 g/L 6leo de soja,50 g/L de
melago e 1 g/L de ureia. 3,8230
Biorreator - 5 mL CSL, 100 g/L oleo de
5.1823

s0ja,50 ¢/L. de melago e 1 g/L de ureia.
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5. DISCUSSAO

A adig¢do de oleos e OMW a 100 g/L foi feita no primeiro ensaio (Figura 7), pois
Daverey e Pakshirajan (2009) mostraram que o uso de acido oleico a 100 g/L ¢ ideal para a
produgdo de biomassa e soforolipidio. A adi¢do de 6leo ocorreu, pois, a adi¢do de substrato
lipofilico em combinagdo com uma fonte hidrofilica, faz com que a produgdo de
biossurfactantes pela levedura seja maior, pelo fato das fontes de carbono hidrofébica e
hidrofilica serem supridas no meio de cultura (SOUZA et al., 2017b). A fonte de carbono
lipofilica € normalmente inserida na por¢ao hidrofébica do soforolipidio e, em caso de auséncia,
a parte hidrofobica pode ser sintetizada a partir de outras fontes de carbono a partir da sintese
de novo, no entanto, menor sera a producdo de biossurfactante (ALBRECHT, RAU;
WAGNER, 1996).

Tanto o oleo de soja quanto o Oleo de oliva sdo constituidos primariamente de
triglicerideos ou triacilglicerol, variando em sua estrutura o acido graxo utilizado, podendo ser
acido oleico, linoleico ou linolénico para o 6leo de soja e acido oleico, linoleico, linolénico,
palmitico, palmitoleico ou estearico para o 6leo de oliva (BOSKOU; BLEKAS; TSIMIDOU,
2006; PERKINS, 1995). Segundo Garcia-ochoa e Casas (1999), a levedura ¢ capaz de produzir
moléculas soforolipidicas utilizando os acidos graxos obtidos dos triglicerideos. Devido a isso,
os meios contendo estes Oleos apresentaram maior producdo de biossurfactante e,
consequentemente, maior redug@o da tensdo superficial.

O OMW ndo apresentou um bom resultado no primeiro ensaio, devido a sua baixa
quantidade de 4cidos graxos em sua composi¢do.O principal componente do OMW ¢ a agua
(83-94%) e, em menor quantidade, possui lipideos, carboidratos, compostos fendlicos, acidos
organicos, taninos, pectinas e minerais (DERMECHE er al., 2013; MEKSI et al., 2012).

Portanto, a quantidade de lipideos presentes ndo sdo suficientes para serem integrados na por¢éo
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hidrofobica do biossurfactante, por isso menor foi a sua produgdo, em consequéncia menor foi
a redugdo da tensdo superficial.

Os valores da producdo do biossurfactante (Tabela 3) para os meios com 6leo de soja,
oleo de oliva e 6leo de soja + oliva ndo apresentaram significativas diferengas entre seus valores
apos 144 horas, mas os valores de ambos foram mais baixos em comparacdo a produgio feita
por Daverey e Pakshirajan (2009), que utilizando 6leo de soja e glicose foram produzidos 15
g/L de soforolipidio em frascos de Erlenmeyer pela Starmerella bombicola. As comparagdes
demonstram que o processo de extracdo do soforolipidio ndo foi eficaz, por isso houve niveis
baixos de concentracdo de biossurfactante liofilizado. Uma das razdes é que nos experimentos
a extragdo de biossurfactantes foi realizada no final da fermentac@o ao contrario do que foi feito
por Daverey e Pakshirajan (2009), que extraiam a cada 24 horas, assim ap6s 144 horas ja
poderia ter ocorrido a degradag@o do biossurfactante, diminuindo o rendimento do produto, por
isso menor a concentragdo do composto na extracdo (DAVEREY; PAKSHIRAJAN, 2009).

Em um segundo momento objetivou a substituicdo da glicose por um residuo industrial
que fosse capaz de fornecer uma fonte de carbono hidrofilica, para assim, ajudar a reduzir o
custo de produgdo. O composto hidrofilico em questdo, tinha que ser capaz de fornecer glicose
para a formagdo do dimero de soforose e se ligar ao acido graxo hidroxilado, pela agdo das
enzimas glicosiltransferase um e dois, para assim formar o biossurfactante. Portanto, ¢ de
extrema importdncia um substrato que forne¢a fontes de carbono hidrofilico para
suplementagdo do meio de cultura para bons indices de produgdo de biossurfactante (DE
OLIVEIRA et al., 2014).

O melago utilizado nas analises continha cerca de 50% de agucares totais (dados ndo
mostrados), sendo em sua maioria sacarose, assim como retratado por Hashizume ez al. (1966).

O meio que possuia 50 g/L. de melago, foi o que apresentou o melhor resultado na reducio da
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tensdo superficial (33,20 mN/m) e obteve também bom crescimento celular (2,468 nm), isto
comparado com 0s outros meios que apresentavam maior concentragdo de melago.

Os resultados encontrados nesta otimizagdo corroboram com o que foi demostrado por
Daverey e Pakshirajan (2009), que desmonstraram que a maior producdo de soforolipidio foi
alcangado quando a concentragdo do melago estava a 50 g/L.. A uma concentragdo de 50 g/L, o
melago foi capaz de fornecer fonte de carbono para o crescimento da biomassa e producdo de
soporolipideos, mas em concentragdes maiores que 50 g/L. causou efeitos negativos na
produgdo do biossurfactante (DAVEREY; PAKSHIRAJAN, 2009).

A concentrag@o de soforolipidio extraido no meio que possuia 50 g/L. de melago foi de
0,5670 g/L.. O valor obtido foi menor do que o conseguido na otimizag@o anterior, utilizando
oleo de soja, oleo de oliva e oleo de soja + oleo de oliva. A diferenca existente entre os dois
experimentos foi semelhante ao encontrado por Daverey e Pakshirajan (2009), em que a
produgdo de soforolipidio utilizando melago e 6leo de soja foi de 9 g/L., valor menor do que o
produzido em meio contendo glicose e 6leo de soja, que foi de 15 g/L, isto se deve pelo fato do
melago apresentar outros constituintes em sua composi¢cdo, como matéria organica, proteina,
potassio, calcio, magnésio e fosforo, que podem afetar a biossintese do biossurafactante.
Entretanto a levedura mostrou ser capaz de utilizar o melagco como uma fonte de carbono para
a sintese do soforolipidio.

Embora o perfil de diminui¢do da concentragdo de soforolipidio apresentado seja
semelhante ao do estudo citado no paragrafo anterior, o valor extraido de biossurfactante foi
menor. O motivo para isto ter ocorrido € o mesmo apresentado na extracdo dos meios que
continham os oleos.

Uma vez que ja tenha ocorrido a substitui¢do da glicose pelo melago de cana-de-agucar
e a adi¢do de oleo de soja para auxiliar a produgdo de soforolipidio foi valido tentar diminuir

mais o custo de produg@o trocando o extrato de levedura pelo “corn steep liquor”. O CSL € um
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concentrado viscoso, subproduto da industria de moagem imida do milho, que contém em sua
composi¢do agua (45 a 55%), vitaminas, aminoacidos, minerais e outros estimulantes do
crescimento, sendo utilizado como fonte de nitrogénio em varios meios e condi¢des de cultura
celular (LIGGETT,; KOFFLER, 1948).

Para verificar o desempenho do CSL na produgo de soforolipidio pela Starmerella
bombicola, foi adicionado diferentes volumes do composto no meio de cultura. O meio
contendo 5 mL de CSL (Figura 9), foi o que apresentou melhor resultado na redugo da tensao
superficial (32,60 mN/m) e no crescimento celular (2,936 nm).

O efeito do CSL como fonte de nitrogénio na produgdo de soforolipidio mostra que em
volumes acima de SmL de CSL, induz um efeito negativo na produgo de biossurfactante. Este
resultado esta de acordo com o de Garcia-ochoa e Casas (1999), no qual a diminui¢do da
quantidade de fonte de nitrogénio favoreceu maior producdo de soforolipidio, pois favorece o
metabolismo celular para a produgio de metabolitos.

A concentra¢do de soforolipidio extraido no meio que possuia 5 mL de CSL foi de
3,8230 g/L. O valor obtido foi maior do que o conseguido nos ensaios utilizando 6leo de soja,
oleo de oliva, oleo de soja + oleo de oliva e melago de cana-de-agucar. Este resultado mostra
que a substitui¢do do extrato de levedura por CSL pode ser feita, visto que, a concentragdo de
soforolipidio extraida foi maior do que as obtidas nos experimentos anteriores, mesmo a
extragcdo do biossurfactante sendo realizada apenas no final da fermentagio.

Houve a tentativa de analisar se a Starmerella bombicola conseguiria desempenhar uma
boa atividade em meios contendo menores concentra¢des de oleo de soja. Como pode ser visto
nas Figuras 10 e 11, mesmo com a diminui¢@o da concentrag@o de 6leo de soja utilizada, o meio
contendo 100 g/L. de 6leo de soja foi o que apresentou mair reducdo da tensdo superficial (32,53

mN/m — 1:10) e bom crescimento celular (2,832 nm).
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A produgdo de soforolipido ¢ altamente influenciada pela fonte de carbono hidrofébico
fornecida no meio (GARCIA-OCHOA; CASAS, 1999, VAN BOGAERT et al., 2007). A
Figura 10 ilustra a influécia do 6leo de soja na produgdo de biossurfactante e no crescimento da
levedura, mostrando que o 6leo a 100 g/L ¢ a melhor opg¢do tanto para a producdo de biomassa
de levedura quanto pra a produgdo de soforolipidio. Como visto por Daverey e Pakshirajan
(2010), abaixo da concentragdo 6tima de Sleo de soja, a redugdo da tensdo superficial é reduzida
como visto na Figura 11.

Apesar do bom resultado da densidade 6tica durante os ensaios feitas com melago de
cana-de-agucar, CSL e oleo de soja, houve variagdes do crescimento celular durante a
fermentacdo. O fato ocorrido pode ser explicado, pelo fato do acimulo de soforolipidios alterar
as propriedades reologicas do caldo de fermentacdo, que se tornou menos expandido e
turbulento. Devido as alteragdes, houve dificuldade na correta amostragem a medida que a
fermentacdo progrediu, explicando as variagdes na biomassa observada apos a fase de
crescimento (DAVILA; MARCHAL; VANDECASTEELE, 1992).

Uma vez obtido um meio 6timo para a produgdo de biossurfactante em erlenmeyer,
objetivou-se verificar o desepenho do meio em biorreator. Como pode ser visto na Figura 12, a
reducdo da tensdo superficial comegou ja na fase exponencial de crescimento da levedura e
continuou na fase estacionaria corroborando com Ciapina, (2008), que o verificou 0 mesmo
perfil durante a porducdo de biossurfactante pela Rhodococcus erythropolis.

A maior produg@o de biossurfactante ocorreu entre os peridos de 48 a 72 horas, onde os
valores de tensdo superficial dos meios sem e com dilui¢do alcangaram valores préximos entre
eles. Apos o tempo de 72 horas os valores de tensdo superficial nas amostras com dilui¢do
comecaram a aumentar, pois apos este tempo houve uma limitacdo do substrato no meio de
fermentacdo, assim comegando a catabolizar o produto para utiliza-lo como nutriente

(DAVEREY; PAKSHIRAJAN, 2009).
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Na Figura 13 equiparou-se o desempenho da redugdo da tensdo superficial e do
crescimento celular com os pardmetros da presenga de oxigénio no meio de cultura e o perfil
de desempenho do pH. A redugdo do pH ocorreu de forma mais drastica de 7,5 para 4,7 durante
a fase exponencial de crescimento, provavelmente devido ao consumo de fonte de nitrogénio
juntamente com a geracdo de acidos graxos como demonstrado por Daverey e Pakshirajan
(2009). Durante a fase estacionaria da fermentac¢do, o pH reduziu menos, obtendo alguns pontos
de estabilidade, sendo seu maior ponto estavel no valor de 3,7.

A quantidade de oxigénio dissolvido no meio de cultura foi medida pela pressdo parcial
de O2. E notoério que o oxigénio dissolvido diminuiu bruscamente na fase exponencial do
crescimento porque a proliferagdo ¢ um processo aerobico. Durante a fase estacionaria o
oxigénio dissolvido permaneceu baixo, pois o oxigénio € essencial para a biossintese de
soforolipidios, principalmente devido ao citocromo P450 monoxigenase que necessita do
oxigénio molecular para sua atividade, para assim, promover a hidroxilagdo do carbono
terminal ((D) ou subterminal ((D-1) do acido graxo para posterior ligacdo a molécula de glicose
pela enzima glicosiltranferase I (DE OLIVEIRA et al., 2014).

Um perfil curioso da curva de oxigénio dissolvido foi notado entre 24 e 40 horas de
fermentacdo, onde houve um aumento na quantidade de oxigénio dissolvido no meio. Apesar
da literatura ndo mostrar explicagcdes para esse efeito, € possivel deduzir que neste periodo,
transi¢cdo da fase expoenencial para a fase estaciondria, ocorreu limitagdo de nitrogénio, fato
que aumentou a atividade das enzimas envolvidas na produgdo de soforolipidio, como descrito
por Daverey e Pakshirajan (2010), fazendo com que a levedura sofresse alteragdo do seu

metabolismo, por isso existe um pico no aumento do oxigénio dissolvido no meio.
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6. Conclusiao

A substituicdo feita dos componentes sintéticos presentes no meio de cultura para a
sintese de soforolipidio por residuos agroindustriais pode ser considerada bem sucedida tanto
em frascos de erlenmeyer quanto em biorreatores. Os valores de tensdo supeficial, importante
para demonstrar a produgo de biossurfactante, apresentaram valores baixos e semelhantes aos
retratados pela literatura. Os valores de crescimento celular mostrou que a levedura € capaz de
apresentar um bom crescimento celular. Além disso, a suplementacido do meio de cultura com
oleo de soja, que apresenta baixo custo de compra, teve um importante papel para melhorar a
produgdo de soforolipidio, como retratado em outros estudos. Apesar da extracdo dos
soforolipidios ter apresentado diferengas nas concentragdes obtidas quando comparado aos
trabalhos de outros pesquisadores, estas diferengas foram devidas provavelmente ao modo de
extracdo adotado. Portanto, ¢ importante continuar realizando mais ensaios, controlando
variaveis como o pH e também analisar o consumo do substrato para obter uma melhor analise
do processo fermetativo, para assim melhorar ainda mais o processo produtivo de soforolipidio.
Outro ponto € buscar solug@o para os obstaculos encontrados durante o processo de extracdo de

biossurfactante, para aumentar sua eficiéncia de extragéo.
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