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RESUMO

Os soforolipideos sdo biossurfactantes pertencentes a classe dos glicolipideos, produzidos
principalmente pela levedura osmofilica Candida bombicola. Eles possuem aplicagbes em
diversas dreas como. ambiental, cosmética, farmacéutica e nanotecnologica. Apesar das
inumeras aplicagcoes que possuem a producdo em larga escala e o custo relativamente elevado
ainda sdo os grandes obstaculos para sua competitividade econémica. O desenvolvimento de
bioprocessos eficientes € uma das formas de se superar estes obstaculos. Dentre estes
bioprocessos a imobilizacdo de células possibilita um aumento de producdo devido & alta
concentracdo de biomassa e diminuicdo de custos devido a reutilizacdo desta biomassa. A
padronizacdo de indculo € uma das etapas mais importantes na otimizacdo de processos
fermentativos. Portanto, presente trabalho avaliou a producdo de SLP relacionada ao indculo
inicial de células de Candida bombicola imobilizadas em alginato de sodio. O indculo a 5%
(massa celular/volume Alginato de sddio) apresentou a producdo de SLP mais elevada (4,7973

g.L?).
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INTRODUCAO

Os soforolipideos (SLP) sdo biossurfactantes pertencentes a classe dos glicolipideos,
compostos por um dissacarideo sefarose (2 "-O-B-D-glicopiranosil-1-B-D-glicopiranose) unidos
por ligacdao B-glicosidica a uma longa cadeia de acido graxo produzidos por diversas leveduras
ndo patogénicas, destacando-se a levedura Candida bombicola ATCC 22214 (GORIN; SPENCER;
TULLOCH, 1961). Os SLP possuem propriedades muito semelhantes aos surfactantes de origem
petroquimica e apresentam diversas vantagens como baixa toxicidade, maior
biodegradabilidade, melhor compatibilidade ambiental, alta seletividade e atividade especifica
em condicOes extremas de temperatura, pH e salinidade (MAKKAR; CAMEOTRA; BANAT, 2011).
Os SLP sao um dos mais promissores biossurfactantes conhecidos e possuem um grande
potencial para aplicacdes em diversas areas como: ambiental, cosmética, farmacéutica e
nanotecnoldgica (OLIVEIRA et al., 2015).
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A producao em larga escala e o custo relativamente elevado ainda sao um grande
obstaculo para a competitividade econémica dos SLP perante os surfactantes sintéticos
(MAKKAR; CAMEOTRA; BANAT, 2011). Este obstaculo pode ser transposto através do
desenvolvimento de bioprocessos eficientes objetivando maxima producdo e consequentemente
diminuigao de custos (NITSCHKE; FERRAZ; PASTORE, 2004).

A imobilizacdo celular em alginato de sddio é uma técnica de baixo custo, simples e
grande biocompatibilidade (PAULO; ASSIS; SANTOS, 2003). Esta técnica possibilita um aumento
de producao devido a alta concentracao de células presentes no meio de fermentacdo e
diminuicdo de custos devido a reutilizacao destas células no processo fermentativo (CASSIDY;
LEE; TREVORS, 1996). No desenvolvimento e otimizacao dos processos fermentativos uma das
etapas iniciais e mais importantes é a padronizacdo do indculo, pois o indculo esta diretamente
relacionada com a produtividade (WEBB, C.; KAMAT, 1993).

Considerando o amplo campo de aplicacao dos SLPs, os altos custos para a producao em
larga escala de SLPs e o processo de imobilizacdo celular em alginato de sédio, o presente
trabalho avaliou e padronizou o indculo para a producao de SLP através de células imobilizadas
de Candida bombicola ATCC 22214 em alginato de sodio.

MATERIAL E METODOS

Microrganismo: A cepa de Candida bombicola foi mantida em meio sélido, repicadas
mensalmente e conservadas sob refrigeracao a 4 °C (DAVEREY; PAKSHIRAJAN, 2009).

Inoculo: O meio de indculo contem em g.L: 100 g de glicose, 10 g de extrato de
levedura e 1 g de uréia, pH final de 6,0. O meio foi inoculado utilizando uma alga de platina e
incubado por 48 h a 30 °C em shaker orbital a 180 rpm (DAVEREY, PAKSHIRAJAN, 2009). Ao
final o meio foi centrifugado a 12.500 x g por 10 min a 4 °C. O crescimento celular foi calculado
espectrofotometricamente (D.O.s00).

Imobilizacdo celular: Apos a centrifugacdao as células de Candida bombicola foram
misturadas lentamente com alginato de sddio nas proporgdes (peso células Umidas/ volume de
Alginato de sédio) de 2,5%, 5,0% e 7,5%. Posteriormente esta suspensdo foi gotejada através
de bomba peristaltica em solucdo de CaCl, 0,1M. Logo apds as esferas foram lavadas em
solugcao salina e inoculadas na proporcao de 10% volume de esferas/volume do meio de
fermentagao. )

Meios de fermentagao: foram avaliados dois meios de fermentagao M1 (Glicose/Oleo
de Canola/Extrato de Levedura/Ureia — 100/100/10/1 g.L'') e M2 (Glicose/Oleo de Canola —
100/100 g.L?);

Processo fermentativo: os cultivos foram incubado por 120 h a 30 °C, em shaker
orbital @ 180 rpm

Interrupcao do cultivo e analises: os cultivos foram interrompidos através da
centrifugacdo a 12.500 x g por 10 min a 4 °C para obter o extrato livre de células (ELC).

Extracao e quantificacao de soforolipideos: O ELC foi extraido trés vezes com
25mL de acetato de etila. A fase organica foi evaporada em rota evaporador. Posteriormente, os
SLP foram separados dos acidos graxos presentes através da extracao com 25 mL de hexano e
25 mL de uma solucao metanol: agua (4:1) (PALME et al., 2010, modificado). A fase metanol:
agua foi evaporada em estufa a 85 °C. O teor total de SLP foi determinado por analise
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gravimétrica e expresso em gramas por litro de SLP (SOLAIMAN et al, 2004). Todas as
fermentacdes e analises foram realizadas em triplicatas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados de producdo de SLP e biomassa estao demonstrados na tabela 1. Os
ensaios 1 e 2 as células ndo se encontram imobilizadas e serviram como controle para o
experimento. Pode-se observar que nos ensaios 1, 3, 5 e 7 (M1) as produgdes de SLPs sao
menores quando comparados aos ensaios 2, 4, 6 e 8 (M2) respectivamente e para a producao
de biomassa esta relagao é inversa (biomassa M1> biomassa M2). Ou seja, a presenca da fonte
de Nitrogénio favorece o crescimento celular (RISPOLDI; BADIA; SHA, 2010), no caso da
imobilizacao o crescimento celular ndo deve ocorrer pois pode ocorrer o rompimento ou
desestruturacdo da rede formada de alginato de calcio. Ja nos ensaios com auséncia de uma
fonte de Nitrogénio (M2) observou-se as maiores producoes de SLPs em detrimento da
producdo de biomassa. A maior producao de SLPs (célula imobilizada ensaios de 3 a 8) ocorreu
nos ensaio n°6 com indculo de 5% e meio sem extrato de levedura.

Tabela 1 — VariacOes do indculo e meios de fermentagdo relacionados a producao de SLP.

Biomassa
. Biomassa Biomassa final final " -
N°  |Ensaios inicial (g.L™) (a/L™) Biomas/sa pH final | SLP (g/L™)
inicial
1|Indculo controle Meio 1 0,8220 11,1427 13,5556 3,53 5,5840
2|Inéculo controle Meio 2 0,8220 2,0467 2,4899 2,81 4,4160
3[Indculo 2,5% Meio 1 0,4112 1,7120 4,1634 3,78 1,6680
4|Inéculo 2,5% Meio 2 0,4112 0,6547 1,5921 3,07 3,7213
5|Indculo 5% Meio 1 0,8225 2,2107 2,6877 3,82 1,9080
6|Inéculo 5% Meio 2 0,8225 0,9347 1,1364 2,90 4,7973
7|Indculo 7,5% Meio 1 1,2337 1,7467 1,4158 3,76 1,3493
8|Indculo 7,5% Meio 2 1,2337 0,4627 0,3750 2,75 3,7467

CONCLUSOES
A maior produgdo de SLP foi de 4,7943 g.L-1 com indculo de 5% utilizando meio sem fonte
de nitrogénio. Posteriormente serdo padronizados tamanho das esferas de alginato de sédio,
temperatura, pH e aeragao do processo fermentativo.

Agéncias de Fomento: Capes, CNPqg, Fundacao Araucaria.
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