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RESUMO

Avangos tecnoldgicos buscam recursos naturais adequados e disponiveis para obtencao
de produtos sustentaveis e economicamente vidveis. Neste trabalho foi estudada a
producdo de metabdlitos como os biossurfactante, lipideos e Coenzima Q1o por Candida
glabrata (UCP 1002 e 1556), por processo biotecnologico. O cultivo foi realizado em
meio de baixo custo a base de residuos agroindustriais (milhocina e soro de leite).
Inicialmente neste estudo foi realizado um processo de produgéo de biossurfactante por
C. glabrata (UCP 1002 e 1556), utilizando residuos agroindustriais como fonte de
carbono e nitrogéncio em substituicdo ao meio sintético, sendo observado que as duas
linhagens produziram similares quantidades de biossurfactante. Foi realizado um
processo de otimizacdo do meio a base de residuos agroindustriais por Delineamento
Composto Central (DCC) 2% Os resultados obtidos evidenciaram que no segundo
planejamento com 40% de soro de leite e 20% de milhocina foi mais eficiente na
producdo de biossurfactante utilizando a C. glabrata 1556, com uma reducéo da tensao
superficial de 72 para 28,8mN/m. O biossurfactante foi caracterizado e classificado
como lipoproteina e além disso demonstrou se seu carater aniénico. O meio otimizado
empregou se na producdo e caracterizacdo da CoQio por C. glabrata (UCP 1556),
ficando evidenciado a presenca significativa do composto e sua a¢do antioxidante. Neste
meio foi testado o potencial das duas linhagens de C. glabrata (UCP 1002 e 1556) na
producdo de lipideos e &cidos graxos poliinsaturados (PUFAs) e uma quantidade
elevada de acido y-acido linolénico (®w6) e a-acido linolénico (w3) foi detectada. Os
residuos agroindustriais sdo substratos nutritivos que representam uma reducdo
econdmica para a producdo compostos limpos que podem ser aplicados na industria de

cosmética e farmacéutica.

Palavras-chaves: Candida glabrata, residuos agroindustriais, otimizacéo,
biossurfactante, PUFASs, CoQo.
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ABSTRACT

Technological advances seek appropriate natural resources and available for achieving
of sustainable products and viable economically. In this work was studied the
production of metabolites as biosurfactant, Coenzyme Qo and lipids by Candida
glabrata (UCP 1002 and 1556) for biotechnological process. The cultivation was
carried in medium of low cost the base of agroindustrial waste (whey and corn steep
liquor). Initially this study was performed a process of biosurfactant production by C.
glabrata (UCP 1002 and 1556), using agroindustrial residues as a carbon source and
nitrogen replacing the synthetic medium, it was observed that both strains produced
similar amounts of biosurfactant. It was performed a optimization process of the
medium the base of agroindustrial waste by Central Composite Design (CCD) 2% The
results showed that the second planning with 40% of whey and 20% of corn steep liquor
it was more efficient in the biosurfactant production using C. glabrata (UCP 1556),
with a reduction in surface tension from 72 to 28,8mN/m. The biosurfactant was
characterized and classified as lipoprotein and furthermore it was demonstrated its
anionic character. The optimized medium was performed in the production and
characterization of CoQo by C. glabrata (UCP 1556), getting evidenced the significant
presence of the compound and its antioxidant action. In this medium was tested the
potential of two strains of C. glabrata (UCP 1002 e 1556) in the production of lipids
and polyunsaturated fatty acids (PUFAs) and a high quantity of y-linoleic acid (w6) and
e a- linoleic acid (03) was detected. The agroindustrial wastes are nutritious substrates
which represent an economic cost reduction in the production of clean compounds that

it can be applied in cosmetic and pharmaceutical industry.

Keywords: Candida glabrata, Agroindustrial Wastes, Optimization, Biosurfactant,
PUFASs, CoQ1p.
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1. INTRODUCAO GERAL

Com o advento da biotecnologia, os limites de aplicacdo dos aditivos para
alimentos, cosméticos e medicamentos, expandiram-se, e novos produtos foram
desenvolvidos baseados na capacidade biossintética dos micro-organismos. Estas
perspectivas, relacionadas com os produtos de elevado interesse industrial, tém
conduzido nos ultimos anos a investigacdo e desenvolvimento de modelos que
constituem as bases das novas tecnologias na producdo de metabdlitos secundarios
como biossurfactantes, Coenzima Qo € ®3 e w6 para producao e aplicagdo industrial
(SILVA e FERRARI, 2011; SINGH e SAINI, 2014).

A Candida glabrata é uma levedura haploide que tem sido relatada como um
micro-organismo com elevado potencial biotecnolégico na producdo de metabdlitos
secundarios como os biossurfactantes, Coenzima Qipe ©3 e w6 (BIALKOVA e SUBIK,
2006; LUNA et al., 2009; INGLIS et al., 2012).

Os biossurfactantes sdo compostos de origem microbiana, caracterizados por
apresentar em sua estrutura uma regido hidrofébica e outra hidrofilica capazes de
reduzir a tensdo superficial. A porcdo apolar é frequentemente uma cadeia
hidrocarbonada, enquanto que a por¢éo polar, pode ser idnica, anibnica, catibnica e ndo-
ibnica ou anfotérica. Baseado na sua natureza, os surfactantes podem atuar entre duas
interfaces de fluidos de diferentes polaridades tais como 6leo/agua ou agua/ar (BANAT
et al., 2010; SEKHON et al., 2011).

Dentre suas caracteristicas, os biossurfactantes apresentam vantagens especiais
sobre surfactantes quimicos como baixa toxicidade, biodegradabilidade, producdo a
partir de substratos renovaveis, capacidade de modificagdo estrutural atraves de
engenharia genética ou técnicas bioquimicas, apresentam estabilidade em valores
extremos de pH, temperatura e salinidade, tornando-o um biopolimero industrial
potencialmente competitivo economicamente para atender a demanda gerada pelo
mercado mundial (RIBEIRO et al., 2012; JARA et al., 2013).

Os lipideos nos micro-organismos s&o sintetizados durante a fase de crescimento
como parte de seu processo metabdlico e como reserva de carbono. Nas leveduras sdo
encontrados como componentes de membrana da parede celular, de material de reserva
e, em alguns casos como compostos extracelulares. A composicdo, qualidade e

quantidade de lipideos variam de espécie para espécie de acordo com as condicdes de



LIMA, R.A. - Producdo de biossurfactante, coenzima CoQ e lipideos poliinsaturados ... 23

cultivo, disponibilidade de nutrientes e com o estagio de crescimento (BEOPOULOS et
al., 2011).

Dentre os variados tipos de lipideos, estdo os acidos graxos que possuem
principalmente funcdo estrutural. Dentro da diversidade dos acidos graxos, existem
aqueles que o homem tem capacidade de sintese, porém outros ndo. Esses acidos graxos
cuja biossintese € inadequada sdo denominados essenciais: acido a-linolénico (®»-3) e
acido y-linolénico (w-6) e, sdo considerados precursores dos &cidos graxos
poliinsaturados (PUFAs) de cadeia longa: &cido araquiddnico (AA), &cido
eicosapentaenoico (EPA) e acido docosahexaenoico (DHA) (PAPANIKOLAOU et al.,
2008; SITEPU et al., 2013). A deficiéncia dos acidos graxos essenciais continua sendo
associada a varios problemas dérmicos e outras sindromes que podem levar até a morte
(DAS, 2008; CUERVO e GALOFRE, 2009).

A Coenzima Qo apresenta atividade antioxidante, variando a sua quantidade e a
funcdo, sendo utilizada para inibir a formacao de radicais livres, bem como diminuir o
dano potencial provocado pelos mesmos, resultantes da peroxidacdo de acidos graxos
insaturados (gorduras) na célula (OLIVEIRA et al., 2011). Os niveis dessa coenzima
sdo reduzidos com a idade e em pacientes com doencas cronicas (cardiacas, distrofias
musculares, Parkinson, cancer, diabetes e HIVV-Aids). Com o aumento global da procura
desse antioxidante, sua producdo vem sendo estimulada através de processos sintéticos,
semi-sintéticos e biotecnoldgicos (LIPSHTUTZ et al., 2002; PARK et al., 2004).

Hoppe et al., (1999) e Bergamim et al., (2008), demonstraram que CoQ1o pode
ser utilizada como aditivo em cosméticos na pele como creme, elimina os radicais livres
e retarda o envelhecimento celular. Constataram ainda que a CoQip penetrou nas
camadas da epiderme viavel e reduziu o nivel de oxidacdo. Além disso, uma reducao na
profundidade das rugas apos a utilizacdo da CoQ;o também foi mostrado.

O crescimento do setor industrial aumenta o indice de produtividade levando ao
rapido decréscimo dos recursos naturais e a0 mesmo tempo, a geracdo de grandes
quantidades de residuos, dar um destino correto a estes subprodutos constitui um grande
desafio. No entanto, a producdo de biossurfactantes, CoQio e ®3 e w6 por processos
biotecnoldgicos, utilizando residuos agroindustriais, viabiliza economicamente o custo
total do processo de producéo e reduz os problemas ambientais (CORTES et al., 2011;
ACCORSINI et al., 2012).
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo geral produzir por processo
biotecnoldgico biossurfactante, Coenzima Qi € ®3 e w6 por Candida glabrata (UCP
1002 e UCP 1556), utilizando como substratos sollveis residuos agroindustriais como
fontes alternativas de carbono e nitrogénio para viabilizar a producdo de biomoléculas

economicamente sustentaveis.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Auvaliar o crescimento de C. glabrata (UCP 1002 e 1556) e seu potencial na
producéo de biossurfactante a partir do meio tradicional,

e Otimizar o meio de producdo do biossurfactante pela linhagem selecionada de
Candida glabrata (UCP 1556), utilizando os residuos agroindustriais (milhocina
e soro de leite);

e Identificar as principais propriedades do biossurfactante produzido por Candida
glabrata (UCP 1556) através da tensao superficial, emulsificacdo, viscosidade e
dispersdo de compostos hidrofobicos;

e Isolar e caracterizar o biossurfactante produzido por C. glabrata (UCP 1556);

e Investigar o rendimento da producdo de biomassa por C. glabrata (UCP 1002 e
1556), para producdo da CoQ1p € ®3 e w6 no meio otimizado;

e Identificar a ocorréncia da producdo de CoQo por C. glabrata (UCP 1556) e @3
e w6 produzidos por C. glabrata (UCP 1002 e 1556);

e Avaliar a citotoxicidade da CoQ;o produzida por C. glabrata (UCP 1556);

e Determinar potencial antioxidante da CoQo produzida por C. glabrata (UCP
1556);

e Validar estatisticamente os resultados obtidos.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. BIOTECNOLOGIA MICROBIANA: aspectos gerais

A Biotecnologia é definida como o conjunto de principios cientificos aplicados a
procedimentos para a producdo de bens e servicos mediante a utilizacdo de agentes
bioldgicos. Esta também integrada a um conjunto de técnicas que utilizam substancias
vivas (ou parte delas) para modificar ou fabricar um produto. As aplicacfes da
biotecnologia sdo mdaltiplas: vdo desde o aumento da produtividade da terra cultivavel
até a producdo de novos medicamentos, vacinas e materiais de diagnostico, passando
pela conservacdo da biodiversidade genética e a restauracdo de elementos como a agua,
0 ar e o solo. Desse modo, a biotecnologia permite que as tecnologias sejam aplicadas
nos mais diversos setores industriais, os quais se distinguem trés atividades: a
engenharia genética, a engenharia de proteinas e a engenharia de metabolitos (BUENO,
2008).

As principais forcas indutoras e direcionadoras para o desenvolvimento em
biotecnologia sdo: a demanda econémica direcionada pela inddstria, as politicas
nacionais e internacionais que frequentemente sdo influenciadas pela pressao publica, e
0S avangos em ciéncia, tecnologia e inovagdo. Juntos, estes componentes catalisam o
desenvolvimento da biotecnologia, com a geracdo de novos mercados, solucdo de
problemas cronicos e emergentes e a melhoria da eficiéncia e custos de processos
industriais. Biotecnologia é um exemplo de inovacdo radical, no sentido em que
proporciona a utilizacdo de tecnologias inteiramente novas para atividades industriais
existentes e permite a geracdo de novos insumos (BULL et al., 2000; GOMES e
BOREM, 2013).

Portanto, a biotecnologia é reconhecida como uma das tecnologias-capacitadoras
para o século XXI, frente as suas caracteristicas que busca estratégias radicais, impacto
atual e potencial frente a problemas globais (doencas, nutricdo e poluicdo ambiental)
(KATE e LAIRD, 1999) e a promessa de desenvolvimento industrial sustentavel
(utilizacdo de recursos renovaveis, ‘tecnologia limpa’ e reducdo do aquecimento global)
(BULL et al., 2000). A contribuicdo que 0s micro-organismos tém dado para o
desenvolvimento biotecnoldgico abrange diversas aplicagdes como: a producdo de
compostos quimicos (etanol, &cido acético, biogas, plasticos biodegradaveis,
bioconversores na industria de alimentos e farmacéutica), produtos para agricultura

(bioinseticidas e inoculantes agricolas), enzimas para diversos setores industriais, com
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destaque para inddstria de alimentos e compostos de interesse médico e veterinario
(antibidticos, antitumorais, hipocolesterlémicos, imunossupressores, inibidores
enzimaticos, antiparasitarios) (BARNUM, 1998).

A base para o desenvolvimento biotecnoldgico € o material bioldgico, que apds
ser adequadamente recuperado e avaliado pela presenca de atributos desejaveis culmina
com o desenvolvimento de um processo ou produto comercial (BULL et al., 2000).

O Brasil sendo considerado um dos doze paises com grande diversidade, 0s
quais juntos concentram 70% da diversidade bioldgica do planeta, podera garantir uma
posicdo de vanguarda no desenvolvimento dessas tecnologias dependendo, portanto, de
investimentos nessa area (STRELEC, 2006).

Desta forma, as industrias cosméticas, em parceria com a industria de alimentos,
colocou uma nova categoria de produtos que prometem melhorar a aparéncia da pele,
dos cabelos e unhas. Esses produtos sdo formulados com vitaminas C e E, acidos graxos
(-3 e ®-6), coenzima Qo, entre outras substancias, prometendo prevenir o
envelhecimento da pele, a queda dos cabelos, o fortalecimento de unhas e até a
diminuicdo da celulite (RONA e BERARDESCA, 2008; DRAELOS, 2010;
ANUNCIATO, 2011).

3.2. CARACTERISTICAS GERAIS: Candida sp

As leveduras sdo fungos unicelulares de formato e dimensdes (desde 1 a 5u de
largura e 5 a 30p de comprimento) variados em funcdo da espécie, nutricdo e idade.
Entre outros fatores, ndo possuem flagelos ou outros érgdos de locomocéo, sao imaveis.
A reproducéo é assexuada por brotamento multilateral e polar ou por fisséo, e sexuada
por meio de esporos. A esporulacdo em leveduras € um fator importante por constituir a
base de um método de reproducgdo, desempenhar uma funcdo de produgdo de novos
hibridos e por manter a viabilidade das espécies durante as variacdes do meio ambiente.
As caracteristicas morfologicas das leveduras determinadas por microscopia mostram
formas esféricas e ovoides, péra, cilindrica e mesmo alongadas em pseudomicélio. Em
geral, as células de leveduras sdo maiores do que das bactérias, mas as menores
leveduras ndo sdo tdo grandes como as maiores bactérias (FERREIRA et al., 2012;
TORTORA et al., 2012).

Geralmente, as espécies de Candida apresentam o dimorfismo, podendo

aparecer microscopicamente na forma de levedura apresentando células ovaladas ou
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alongadas, na forma de micélio apresentam-se sob a forma de pseudohifas ou podem
formar hifas verdadeiras. No caso da C. glabrata a ocorréncia natural de hifas ainda néo
foi descrita, apresenta crescimento por pseudohifas sé durante a privacdo de nitrogénio
(CSANK e HAYNES, 2000; FERREIRA et al., 2012; TORTORA et al., 2012).
Apresentam ainda como caracteristicas colonias Umidas, cremosas, de aspecto liso ou
rugoso e coloracdo branco-amarelada (MONGELO, 2012).

O Género Candida compreende um grupo de fungos leveduriformes que podem
ser encontrados em diversos ecossistemas como rios e solos, e em casos especiais, em
seres humanos e animais. As espécies deste género compreendem organismos
eucariotos, ndo fotossintéticos, constituidos por organelas citoplasmaticas, parede
celular e uma membrana plasmatica rica em esterdis, principalmente o ergosterol
(ANDRADE, 2010; MONGELDO, 2012).

Quanto a composicdo quimica, as leveduras apresentam de 68% a 83% de agua,
além de substancias nitrogenadas, carboidratos, lipideos, vitaminas, minerais entre
outros. Assim como qualquer forma de vida, as leveduras necessitam de fatores fisicos e
quimicos indispensaveis para seu crescimento e reproducdo. Alguns elementos sdo
basicamente necessarios, como agua, fontes de carbono, nitrogénio, oxigénio e minerais
(PELCZAR et al., 1997; TORTORA et al., 2012)

As leveduras sdo classificadas como fungos pertencentes a divisdo Eumycota
(Eumycetes), classe Ascomycetes, Basidiomycetes e Deuteromycetes. Leveduras
ascomiceéticas e basidiomicéticas produzem esporos e apresentam um ciclo sexual ja
conhecido. As leveduras deuteromicéticas, também conhecidas como leveduras
imperfeitas, ndo possuem ciclo sexual conhecido ou descrito, apresentando
caracteristicas morfologicas semelhantes as leveduras ascomicéticas ou
basidiomicéticas (CLAUDINO, 2007; JUNIOR et al., 2011).

3.2.1. Candida glabrata

O género Candida é formado por micro-organismos muito usados em processos
biotecnoldgicos na industria alimenticia e cosmética para a producdo de biomassa e de
varias substancias. S80 também usadas como organismos modelo de manipulagéo
genética, pesquisa molecular e bioldgica. A este respeito, Saccharomyces cerevisiae € a
espécie mais conhecida, mas a situacdo atual na medicina e na industria requer o uso de

outras espécies. A Candida glabrata se apresenta de forma viavel nesse mercado como
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um micro-organismo com potencial para satisfazer as necessidades das industrias
(BIALKOVA e SUBIK, 2006; INGLIS et al., 2012; NAM et al., 2013).

De acordo com Kurtzman e Fell (2000), esta levedura classifica-se como
pertencente ao Reino Fungi, Filo Ascomycota, Subdivisdo Ascomycotina, Classe,
Ascomycetes, Subclasse Hemiascomycetes, Ordem Saccharomycetales, Familia
Saccharomycetaceae, Género Candida e Espécie glabrata.

A C. glabrata apresenta como caracteristica macroscopica, uma coloragédo
opaca, de branco a creme (Figura 1), consisténcia cremosa e lisa possuindo em sua
estrutura microscopica apenas 0s blastoconideos que sdo ovais, 1-4y de diametro,
apresentando nenhuma diferenca entre as formas comensais e patogénicas desta espécie
de levedura (PELCZAR et al., 1997). A C. glabrata assimila apenas glicose e trealose,
representando, assim, um numero reduzido de agUcares em comparagdo com S.
cerevisiae ou C. albicans (HAZEN, 1995; BRANDT e LOCKHART, 2012). O
metabolismo da trealose é interessante ndo s6 do ponto de vista dos processos
energeéticos, mas também o papel que desempenha a trealose nas condigdes de estresse
ambiental (jejum, a flutuacdo da pressdo osmdtica, choque térmico) (MACKENZIE et
al., 1988; BRANDT e LOCKHART, 2012).

Figura 1 — Identificacdo morfoldgica macroscopica de Candida glabrata.

Fonte: Autor

Bialkova e Subik (2006), compararam a relacdo evolutiva dentro do género
Candida, com base na homologia da sequéncia do rRNA 18s, foram analisadas
abundancia de pares C-G e A-T, numero de genes, pseudogenes, duplicacBes de genes,
similaridade entre os genes para RNA funcionais, a redundéancia total de DNA e outras

propriedades. Concluiu-se que a C. glabrata é evolutivamente mais relacionada com a
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S. cerevisiae do que para outros fungos. Todas estas informacdes foram salientadas por
andlise genética que resultou de um estudo da sequéncia completa do genoma da C.
glabrata por Dujon et al., (2004).

3.3. SURFACTANTES
3.3.1. Estrutura molecular

A palavra surfactante deriva da expressao "surface active agents” (agentes de
atividade superficial) por apresentarem atividade nas superficies e interfaces dos
liquidos. Esta propriedade € dada aos surfactantes devido a sua estrutura quimica, a qual
possui duas partes distintas, a primeira delas € uma regido hidrofilica, usualmente
chamada de cabeca e a segunda regido hidrofébica, chamada de cauda (COLIN, 2012)
(Figura 2).

Figura 2- Representacdo esquematica dos grupos hidrofilico e hidrofébico do
surfactante.

Grupo hidrofébico ou apolar

Grupo hidrofilico ou
polar, que categoriza o
surfactante

O grupo hidrofébico ou regido apolar da molécula do surfactante é usualmente
constituida por hidrocarbonetos (SABATINI et al., 2006), possuindo a cadeia
hidrocarbénica de 10 a 20 atomos de carbono, que para Chu e Chan (2003) podem ser
aromaticos ou alifaticos, em linha reta ou ramificada e carbonos reduzidos. Embora néo
seja 0 grupo que caracteriza o surfactante, o grupo hidrofébico influencia na
concentracdo micelar critica (CMC), uma propriedade das moléculas tensoativas
(FERREIRA, 2004).

O grupo hidrofilico categoriza o surfactante, podendo ser idonico (cationico ou
anibnico), ndo-ibnico ou anfotérico (BANAT, 1995). Os catidnicos sao constituidos por
sais de amdnio, enquanto os aniénicos possuem a parte hidrofilica constituida por grupo
carboxilato, hidroxi, sulfato ou fosfato. Surfactantes ndo-ibnicos ndo contém grupos

com carga e, nos surfactantes denominados anfotéricos, a parte hidrofilica € constituida
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por grupos que contém uma carga negativa e uma positiva, o que lhes confere
propriedades Zwiteridnicas, dependendo do pH (WOODS e CHARLES, 2004).

Quase todos os surfactantes atualmente utilizados sdo quimicamente derivados
do petroleo. Entretanto, o interesse por surfactantes biolégicos tem aumentado nos
ultimos anos, devido as suas inimeras caracteristicas: possibilidade de producao através
de fermentacOes, potenciais aplicacbes em dareas como a protecdo ambiental,
recuperacdo de residuos e industrias de processamento de alimentos e cosméticos
(CASTIGLIONE e CARMAN, 2009; SAHARAN et al., 2011; JAMAL et al., 2012;
PATHAK e KEHARIA, 2014).

3.3.2. BIOSSURFACTANTES

Os biossurfactantes foram descobertos na década de 60 como compostos
extracelulares anfifilicos em pesquisas de fermentacdes de hidrocarbonetos
(MATSUURA, 2004). Sao produzidos, principalmente, pelo crescimento aerobio de
micro-organismos como leveduras, fungos filamentosos e por bactérias. A producdo
microbioldgica de biossurfactantes € considerada promissora devido ao curto tempo de
geracdo quando comparados ao crescimento de plantas e animais (PARTHASARATHI
etal., 2014).

Os biossurfactantes sdo capazes de reduzir as forcas de repulsdo entre fases
diferentes, interface ou superficie, e permitem que as duas fases se misturem mais
facilmente. Assim sendo, quanto menor a forca de atracdo existente entre as moléculas
do liquido menor sera a tensdo superficial ocorrendo menor viscosidade e maior
tendéncia a espalhar-se (SHARMA e SAHARAN, 2014). O tipo de biossurfactante é
muito especifico podendo variar de espécie para espécie de micro-organismo (NIE et
al., 2010; JARA et al., 2013).

3.3.2.1. Classificacdo

Diferentemente dos surfactantes quimicamente sintetizados, que séo
classificados de acordo com a natureza do seu grupamento polar, os biossurfactantes séo
classificados pela sua composicdo quimica e origem microbiana (RAHMAN e
HARGREAVES, 2002). As principais classes destes metabdlitos secundarios com baixo
peso molecular incluem os glicolipideos, os lipopeptideos e os fosfolipideos. Por outro

lado, os biossurfactantes de alto peso molecular incluem os polissacarideos, as
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proteinas, os lipopolissacaridios, as lipoproteinas ou 0os complexos de misturas desses

biopolimeros (Tabela 1) (SINGH, 2012).

Tabela 1 - Principais classes de biossurfactantes e micro-organismos produtores

Fonte: Desai e Banat (1997)

Tipo de Biossurfactante

Alicro-organismo

Glicolipideos

- ramnolipidios
- soforolipidios
- trehalolipidios

Pseudomonas aeruginosa
Torulopsis bombicola, T. apicola, Candida glabrata
Rhodococcus erythropolis, Mycobacterium sp.

Lipopeptidios e lipoproteinas
- Peptidio-lipidio

- Viscosina

- Serrawetina

- Surfactina

- Subtilisina

- Gramicidina

- Polimixina

Bacillus licheniformis
Pseudomonas fluorescens
Serratia marcescens
Bacillus subtilis

Bacillus subtilis

Bacillus brevis

Bacillus polvmyxa

Acidos graxos, lipidios neutros e fosfolipidios
- Acidos graxos

- Lipidios neutros

- Fosfolipidios

Corynebacterium lepus
Nocardia erythropolis
Thiobacillus thivoxidans

Surfactantes poliméricos

- emulsan

- biodispersan

- liposan

- carboidrato-lipidio-proteina
- manana-lipidio-proteina

Acinetobacter calcoaceticus
Acinetobacter calcoaceticus
Candida lipolytica
Pseudomonas fluorescens
Candida tropicalis

Surfactantes particulados
- vesiculas
- células

Acinetobacter calcoaceficus
Varias bactérias

3.3.2.2. Sintese do biossurfactante: metabolismo microbiano

Os biossurfactantes sdo produzidos principalmente durante o crescimento

aerobio ou em fase estacionaria do desenvolvimento dos micro-organismos, em meios

de cultura a partir de carboidratos, hidrocarbonetos, 6leos e gorduras ou uma mistura

destes (UBEDA, 2004; PIROLO, 2006).

A producdo de biossurfactante pode ser espontdnea ou induzida através da

presenca de compostos lipidicos, por variagdes de pH, temperatura, aeracéo e agitacao

ou ainda, quando o crescimento celular € mantido sob condicdes de estresse como

baixas concentracfes de nitrogénio e alteracBes nas condi¢Bes Otimas de pH e

temperatura (UBEDA, 2004). Quando sdo excretados no meio de cultivo durante o
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crescimento microbiano, auxiliam o transporte e transposicdo de substratos insoluveis
através da membrana celular (BOGNOLO, 1999).

Em alguns casos, 0 micro-organismo mantém o biossurfactante produzido
associado a parede celular, facilitando a penetracdo dos compostos de carbono na area
periplasmatica da célula (BANAT et al., 2010). Os biossurfactantes conhecidos sao
produzidos em substratos sollveis e insolGveis em agua, como hidrocarbonetos solidos
e liquidos, oOleos e gorduras, cultivados em diferentes fontes de carbono (BANAT,
1995). Por esta diversidade de substratos solGveis ou ndo, esses compostos Sdo
sintetizados por duas vias metabdlicas responsaveis pela sintese dos grupos hidrofobico
e hidrofilico da molécula: a via dos hidrocarbonetos e a via dos carboidratos (FONTES
et al., 2008).

Os substratos hidrofilicos sdo utilizados primeiramente pelo micro-organismo
para 0 metabolismo celular e para a sintese da porcdo polar da molécula de
biossurfactante. Quando se utiliza carboidratos como Unica fonte de carbono no meio de
cultivo para a producdo de biossurfactantes, as vias metabdlicas envolvidas na sintese
de precursores para producdo é realizada de modo que o fluxo de carbono é regulado
pelas vias lipogénicas (formacdo de lipideos) e de formacdo da porcdo hidrofilica

(através da via glicolitica) (Figura 3).
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Figura 3 - Via dos carboidratos.
Fonte: Fontes et al., (2008)
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3.3.2.3. Propriedades dos biossurfactantes
As aplicacbes dos surfactantes estdo diretamente relacionadas com suas

propriedades fisico-quimicas. Algumas das principais propriedades dos surfactantes
como reducdo da tenséo superficial e interfacial, Concentracdo Micelar Critica (CMC) e
emulsificacdo estdo diretamente relacionadas com a sua importancia em aplicacOes
industriais nas mais diversas areas (SAHARAN et al., 2011; JAMAL et al., 2012;
SARAFIN et al., 2014).

3.3.2.3.1. Tenséo superficial

A tensdo superficial é uma analise qualitativa podendo ser definida como o
trabalho necessario para aumentar a area da superficie usualmente expressa em
milinewtons por metro (mN/m), no Sistema Internacional de Unidades (SI) (DEL PINO
e NETO, 1996). As forcas coesivas entre as moléculas no interior de um liquido séo

compartilhadas com os &tomos vizinhos. As moléculas presentes na superficie ndo tém
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atomos vizinhos acima delas e exibem uma forca atrativa mais forte sobre as moléculas
vizinhas proximas a superficie. Este aumento das forcas atrativas intermoleculares na
superficie é chamada tensdo superficial (HEWITT, 2002).

A tensdo superficial permite avaliar a producdo de surfactantes através da
medida da reducdo da tensdo superficial em relacdo a tensdo da agua (72mN/m). De
acordo com a literatura as tensdes nas faixas de 35mN/m a 40mN/m, indicam que 0
micro-organismo é promissor na producdo de biossurfactantes e abaixo de 35mN/m,
indica que o micro-organismo pode ser considerado um eficiente produtor (CHRISTOFI
e IVSHINA, 2002; MULLIGAN, 2005; LUNA et al., 2011).

A tensao superficial tem sua efetividade dimensionada através da energia livre
por unidade de &rea requerida para trazer a molécula da fase liquida para a superficie
(MULLIGAN, 2005). Quanto menor trabalho € requerido para trazer a molécula para a
superficie, mais a tensdo superficial € reduzida. Quando um surfactante é adicionado a
agua, suas moléculas tendem a se arranjar de modo a minimizar a repulsdo entre os
grupos hidrofobicos e a agua. Os grupos polares ficam na solugdo aquosa, proximo a
superficie, e os grupos apolares ficam na interface agua-ar, minimizando o contato com
a agua (Figura 4). Esse fato gera uma diminuicdo na tensdo superficial da agua ao

provocar um desarranjo em sua superficie (APARNA et al., 2012).

Figura 4 - Esquema das for¢as intermoleculares no interior e na superficie do liquido.
Fonte: Pirr6lo (2006)

Tensdo
" superficial

3.3.2.3.2. Emulsificagao
A emulsificagdo é a disperséo de um liquido em outro. A formacdo da emulséo é

possivel porque o surfactante é capaz de reduzir as forcas de repulsdo entre liquidos
com diferentes graus de polaridade permitindo que as duas fases se misturem. Em
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indutrias de cosméticos e alimentos esta propriedade de formar e estabilizar emulsdes é
especialmente Gtil (MUTHUSAMY et al., 2008; RUFINO et al., 2014).

3.3.2.3.3. Concentracao Micelar Critica (CMC)

A CMC também é dependente da reducdo da tensdo superficial, que é definida
como a concentracdo minima de surfactantes utilizados para que se inicie o processo de
micelizagio ou formacdo de micelas (PIRROLLO et al., 2006; TIMMA et al., 2014),

como observado na Figura 5.

Figura 5- Representacdo esquematica do comportamento de um surfactante em solucéo

aquosa apos atingir a CMC.

Fonte: autor

Monomeros

Micelas

Abaixo da CMC, o surfactante esta predominantemente na forma monomeérica.
Desta forma, a intensidade de adsorcdo do surfactante a superficie depende de sua
concentracdo, ocasionado uma variagdo na ordenacdo destas moléculas sobre a
superficie. Em concentragbes muito baixas de surfactantes, o mesmo se distribui na
superficie e tende a se orientar paralelamente a esta. Quando ocorre um aumento da
concentracdo de surfactante, observa-se uma diminuicdo da area disponivel para as
moléculas iniciando o processo de ordenacdo das mesmas a superficie (TIMMA et al.,
2014). As micelas podem ter diversos formatos, os quais dependendo da concentragédo
do surfactante podem ser desde formatos esféericos, cilindricos e até formatos mais
complexos como lamelares (-OSO3-), ou grupo nitrogénio quaternario (NR4"), ou
grupo polioxitilénico (-CH2CH20)nH (SANTOS et al., 2007).
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3.3.2.4. Vantagens de utilizacdo dos biossurfactantes em relagdo aos sintéticos

As principais vantagens dos biossurfactantes em relacéo aos sintéticos € a de néo
apresentarem efeitos danosos ao ambiente e ndo serem toxicos aos micro-organismos.
As demais caracteristicas consitem em:
- Maior eficiéncia na reducdo da tensdo superficial devido a necessidade do uso de
pequenas concentragdes de biossurfactantes (BOGNOLO,1999);
- Apresentam maior estabilidade térmica, de pH e forga ibnica podendo ser utilizado em
ambientes distintos (LIMA et al., 2007);
- Os biossurfactantes sdo facilmente degradados na agua e no solo, tornando-os
adequado para aplicacdo em processos de biorremediacdo e tratamento de residuos
(LIMA et al., 2007);
- Apresentam menor toxicidade, representando uma excelente alternativa em
substituicdo aos surfactantes quimicamente sintetizados devido os efeitos alérgicos
causados pelos produtos artificiais. Além disso, a baixa toxicidade dos biossurfactantes
permite a sua utilizacdo em cosméticos, produtos farmacéuticos e em alimentos (LIMA
et al., 2007).

3.3.2.5. Principais aplicacdes dos biossurfactantes
3.3.2.5.1. Cosméticos

Segundo Carolei e Gutz (2005), alguns biossurfactantes possuem agdo de
detergéncia e propriedade espumante. Estas propriedades os tornam aplicaveis em
sabonetes liquidos e xampus. Sdo responsaveis pelas caracteristicas e propriedades
almejadas destes produtos, dentre as quais podemos destacar:
» Facilidade de aplicagcdo: estd relacionada a viscosidade do produto, ou seja, um
produto viscoso ndo escorre da méo antes da sua aplicacao e &s vezes nem mesmo sai do
frasco;
» Capacidade espumante: depende da caracteristica e quantidade dos surfactantes
presentes. Apesar de ndo ser totalmente verdadeira a afirmacgdo, o desempenho do
produto esta relacionado a quantidade de espuma formada;
* Sensagdo de limpeza: esta sensagdo ocorre quando a camada lipofilica da pele ou do
cabelo é removida de maneira adequada, sem deixar residuos ou provocar ressecamento;
 Enxague: 0 produto deve permitir um facil enxague;

* Baixa irritabilidade: as matérias-primas utilizadas ndo devem provocar irritagoes;
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* Estabilidade: o produto deve ser estavel, sem apresentar grandes alteracdes por um
periodo de tempo prolongado, geralmente o periodo de uso.

Baseado na importancia destes, a determinagdo dos biossurfactantes torna-se
fundamental, ja que a qualidade e a eficacia do produto estd relacionada as exatas
quantidades dos mesmos. Dentre os biossurfactantes, os soforolipideos, raminolipideos
e lipideos manosileritirol tem apresentado excelentes propriedades e estdo sendo
produzidos para utilizagdo em cosméticos (Tabela 2). No entanto, os soforolipideos
estdo demonstrando propriedades Unicas resultando em maior uso nas industrias
(LOURITH e KANLAYAVATTANAKULI, 2009).

Tabela 2 - Relevancia do biossurfactante em indUstria de cosméticos.

Fonte: Lourith e Kanlayavattanakul, 2009.

Biossurfactante Micro-organismo Atividade Aplicacdo em
produtos cosméticos
Soforolipideos Candida glabrata ~ Antibacteriano,  Loc0es, sabonetes,
Candida apicola antioxidante, batons, produtos anti-
emulsificante, ruga, tratamento de

acne, desodorantes

Raminolipideos Pseudomonas Antimicrobiano, Produtos anti-ruga e
aeruginosa emulsificante anti-envelhecimento

Lipideos Emulsificante e Hidratante de pele e

manosileritritol Candida antartica  dispersante produtos anti-ruga

3.3.2.5.2. Aplicagdes biomédicas
O uso e o potencial de aplicagdes comerciais de biossurfactantes no campo da

medicina tém aumentado durante a Gltima deécada. Suas atividades antibacteriana,
antifngica e antiviral os tornam moléculas relevantes para aplicacbes no combate de
muitas doencas. Sua capacidade de parti¢do nas interfaces podem afetar as propriedades
de adesdo de células aos micro-organismos. Além disso, os biossurfactantes séo
geralmente considerados mais seguro do que farmacos sintéticos, devido a sua origem
bioldgica (BANAT et al., 2010; RODRIGUES e TEIXEIRA, 2010).
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3.3.2.5.3. Industria de alimentos

Os biossurfactantes séo utilizados como emulsionantes no processamento de
matérias-primas. Os agentes tensoativos encontram aplicacdo em panificacdo e produtos
derivados de carne, onde influenciam as caracteristicas reologicas da farinha e a
emulsificacdo de gorduras. O bioemulsificante produzido por C. utilis tem sido utilizado
em molhos prontos para saladas. Exemplos de emulsdes naturais sdo o leite e a gema de
ovo. Exemplos de alimentos processados em forma de emulsfes séo: creme de leite,
manteiga, margarina, maionese, molhos para salada, salsicha, linglica, sorvetes, bolos,
chocolate, recheios e produtos instantaneos (SHEPHERD et al., 1995).

3.3.2.5.4. AplicagOes ambientais

Os biossurfactantes sdo utilizados também em processos de descontaminacdo de
ambientes terrestres e aquaticos devido a capacidade de degradacdo de substancias
toxicas derivadas do petroleo e tem sido de grande interesse em ambientes recalcitrantes
(OSAMU et al., 2002). No entanto, na escolha do melhor biossurfactante, alguns fatores
devem ser levados em consideracdo, sendo analisados com atencdo determinadas
caracteristicas, para se obter sucesso no processo de biorremediacdo (SINGH, 2012;
TIMMA et al., 2014).

Normalmente as eficiéncias de remediacdo sdo comprometidas em funcdo da
baixa solubilidade e alta tensdo interfacial que os contaminantes organicos do solo
possuem em ambientes aquosos. Entretanto, a utilizacdo de biossurfactantes pode
aumentar a taxa de remediacdo sob dois mecanismos: primeiro pela reducdo da tenséo
interfacial entre a &gua e os contaminantes, e em segundo, pela formacéo de agregados
micelares que solubilizam os compostos organicos hidrofébicos (PATHAK e
KEHARIA, 2014; SINGH e SAINI, 2014).

Uma alternativa para limpeza de solos contaminados com 0leo cru ou petroleo tem
sido o uso de biossurfactantes (SIVAPATHASEKARAN et al., 2010; KIRAN et al.,
2010; SATPUTE et al., 2010). O uso destes biopolimeros em aplicagdes ambientais é
bastante promissor devido a sua biodegradabilidade, tanto em agua como em solos, e
por serem menos toxicos que o0s tensoativos quimicos (MESQUITA, 2004,
MULLIGAN, 2005).
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3.4. COENZIMA Qo

A ubiquinona foi isolada pela primeira vez de mitocondrias de coragdo de vaca
por Frederick Crane em 1957 que Ihe atribui o nome de coenzima Qo € verificou que
esse composto era parte integrante da cadeia respiratéria mitocondrial mediando o
transporte de elétrons entre as desidrogenases (NADH e succinato) e o citocromo
(CRANE et al., 1957). No mesmo ano, o professor Morton isolou este composto de um
figado de rato, a partir da vitamina A, e atribuiu-lhe pela primeira vez, o nome de
ubiquinona (MORTON, 1958). No final da década de 50, Folkers e colegas
determinaram a estrutura quimica precisa da ubiquinona,
2,3dimetoxi-5-metil-6-decaprenil-1,4-benzoquinona, sendo pela primeira vez sintetizada
e produzida por fermentacdo (WOLF et al., 1958).

Em meados dos anos 60, pesquisadores japoneses usam pela primeira vez a
coenzima Q; (um composto relacionado) no tratamento de doencas humanas, na
insuficiéncia cardiaca congestiva. Em 1966, Mellors e Tappel mostraram que a CoQg
reduzida era um antioxidante eficaz. Em 1972, Gian Paolo Littarru juntamente com o
professor Karl Folkers documentaram um déficit de CoQio na doenca do coracdo
humano. Por meados da década de 70, os japoneses aperfeicoaram a tecnologia
industrial para produzir CoQio pura em quantidades suficientes para ensaios clinicos
maiores (HARMAN, 2009; SANTOS, 2011).

Ubiquinonas, incluindo a CoQp, sdo cofatores obrigatorios na transferéncia de
elétrons respiratdrio aerobio para geracdo de energia, producdo de ATP. Assim, esta
molécula encontra-se em maior quantidade nos érgdos com maior necessidade
energética, como o coragdo, o figado e os rins (LITTARRU e LAMBRECHTS, 2011).
Coenzima Q sendo uma molécula soltvel em lipideos e contém um ativo redox e uma
cauda hidrofobica. O predominio da forma de coenzima Q nos seres humanos € a
CoQ1p, composto por um grupo benzoquinona e uma cadeia lateral que contém dez
unidades isoprendides na cauda. E também soluvel e mével no hidrofébico ndcleo da
bicamada fosfolipidica da membrana interna da mitocondria, e ainda é um co-fator
essencial na cadeia de transporte de elétrons dos complexos | e 11 em eucariontes (YEN
e SHIH, 2009; OLIVEIRA et al., 2011).

A oxidacdo € a transferéncia de elétrons de um atomo a outro, sendo essencial a
vida aerdbia e ao metabolismo humano, uma vez que o oxigénio é o ultimo aceptor no
fluxo de elétrons (HERNADEZ e NAHAS, 2009; SANTOS, 2011). Durante alguns
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anos, CoQip no ser humano era conhecida por seu papel-chave na bioenergética
mitocondrial e estudos posteriores demonstraram a sua presenga em outras fragoes
subcelulares e no plasma. Contudo atualmente, tem sido extensivamente investigada a
sua fungdo antioxidante. A CoQio € eficiente na protecdo da peroxidacdo de
fosfolipidios da membrana e também o DNA mitocondrial contra danos oxidativos
(HOPPE et al., 1999; OLIVEIRA et al., 2011).

Essas duas func¢des constituem a base sobre a qual a investigacdo que suporta o
uso clinico de CoQio seja procedente. Também ao nivel da membrana interna
mitocondrial, é reconhecida como um cofator obrigatorio para a funcdo de proteinas de
desacoplamento e um modulador do poro de transicdo. Além disso, dados recentes
revelaram que CoQqo afeta a expressdo de genes envolvidos na sinalizacdo de células
humanas, metabolismo e transportes, sendo essa coenzima o Unico antioxidante lipidico
sollvel sintetizada endogenamente (LITARRU e TIANO, 2007; DUBERLEY et al.,
2012). Das centenas de compostos que tém sido propostos para inibir a deterioracao
oxidativa das substancias oxidaveis, somente alguns podem ser usados em produtos
para consumo humano.

Na selecdo de antioxidantes, sdo desejaveis as seguintes propriedades: eficacia
em baixas concentracdes (0,001% a 0,01%), auséncia de efeitos indesejaveis na cor, no
odor, no sabor e em outras caracteristicas do alimento, como a compatibilidade com o
alimento e fécil aplicacdo, estabilidade nas condi¢fes de processo e armazenamento, € 0
composto e seus produtos de oxidacdo ndo podem ser toxicos, mesmo em doses muitos
maiores das que normalmente seriam ingeridas no alimento. Além disso, na escolha de
um antioxidante devem-se considerar também outros fatores, incluindo legislacédo, custo
e preferéncia do consumidor por antioxidantes naturais (DOSSIE, 2009).

A diminuicdo da elasticidade do epitélio era associada a rigidez proteica da
matriz extracelular, resultante da polimerizacdo do coldgeno com a elastina. Porém,
estudos recentes in vitro realizados com o uso de microscopia atdbmica-AFM (Atomic
Force Microscopy) atribuiram a rigidez excessiva das células epiteliais ao aumento da
densidade das fibras do citoesqueleto com o decorrer da idade (BERDYYEVA et al.,
2005). Entretanto, um das principais razdes apontadas pelos pesquisadores como
responsavel pelo processo de envelhecimento é o desequilibrio do mecanismo de defesa
antioxidante de nosso organismo (MAGALHAES, 2000).
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3.4.1. Uso topico da CoQp

Os primeiros trabalhos realizados por Chipault (1952, 1955), foram os
precursores de muitos estudos da atividade antioxidante, com potencial de
aplicabilidade como conservante de alimentos, cosméticos e na industria farmacéutica
(SANTOS, 2011).

Em consequéncia do aumento da expectativa do tempo de vida observado nas
ultimas décadas e a busca da qualidade de vida durante o processo de envelhecimento,
existe hoje uma grande demanda de produtos para o rejuvenescimento. De acordo com o
IBGE, a esperanca de vida ao nascer em 1940 era de 40,5 anos, aumentando para 70,4
anos em 2007, de modo que a populacdo de idosos atinge cerca de 15 milhGes de
pessoas, crescimento colocando o pais, dentro de duas décadas, entre os dez com maior
populagéo idosa. Os estudos das propriedades antienvelhecimento das substancias ativas
vém despertando muito interesse dos pesquisadores. Desta forma, é preocupacédo
constante da cosmetologia prevenir e atenuar o envelhecimento cutdneo por meio da
busca e do estudo de substancias antioxidantes eficazes, que sdo oferecidas em produtos
cosméticos aos consumidores (SILVA e FERRARI, 2011).

Os raios solares contém a radiacdo ultravioleta A, B e C. Os raios UVC incidem
num comprimento de onda entre 180 nm e 290nm, os UVB entre 290 e 320 nm e 0s
UVA entre 320 e 400 nm (Figura 6). A radiacdo UVC praticamente ndo atinge a
superficie terrestre, sendo retida pela camada de ozbnio. Estima-se que cerca de 80%
dos sinais visiveis causados no envelhecimento sdo provocados pelos raios ultravioletas
A e B e pelos radicais livres formados devido a exposicdo a estes (BUCHLI, 2002).
Sabe-se que juntas sdo mais danosas que isoladamente e que o estresse oxidativo
provocado por elas nas camadas da pele depende da penetracdo dos raios, como exibido
na figura 6 (SHAATH, 1997; CARDOSO, 2009).

A aplicacdo topica de antioxidantes reduz os danos oxidativos induzidos pela
radiacdo UV. Porém, essa protecdo serd mais eficaz se ocorrer penetracdo destas
substancias antioxidantes em camadas mais profundas do estrato corneo. Acredita-se
que os antioxidantes ajudam na prevencdo do desenvolvimento de doengas cronicas
como o céncer, doengas cardiacas, derrame, Mal de Alzheimer, artrite reumatdide e
catarata (SCOTT et al., 2007).
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Figura 6 - Representacdo de diferentes comprimentos de onda (nm) e a respectiva
penetracdo na pele humana: estrato cdrneo, epiderme e derme.
Fonte: Shaath, 1997
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Hoppe et al., (1999) e Bergamim et al., (2008) foram capazes de demonstrar que
CoQqo pode ser utilizada como aditivos em cosmeéticos, na pele como creme, elimina os
radicais livres e retarda o envelhecimento celular. Eles constataram que a CoQig
penetrou nas camadas da epiderme viavel e reduziu o nivel de oxidacdo medida por
emissdo de foton fraco. Além disso, uma reducdo na profundidade das rugas apos a
utilizacdo da CoQip também foi demonstrado. A coenzima foi determinada para ser
eficaz contra os raios UVA estresse oxidativo mediado em queratindcitos humanos em
termos de esgotamento tiol, ativacdo de quinases fosfotirosina especificos e prevencao
de danos oxidativos do DNA. Também foi capaz de suprimir significativamente a
expressdo da colagenase em fibroblastos dérmicos humanos ap6s irradiacdo UVA. Estes
resultados indicam que CoQ1o tem a eficacia de evitar muitos dos efeitos prejudiciais do
fotoenvelhecimento.

Nos ultimos anos, tem havido um interesse crescente na producéo e aplicacédo da
CoQ1p como um medicamento ou na promocgdo da saude em aditivo para alimentos e
cosmeticos. Com o aumento global da procura desse antioxidante, sua producdo vem
sendo estimulada através de processos sintéticos (NEGISHI et al., 2002), semi-
sintéticos (LIPSHTUTZ et al., 2002) e biotecnologicos (PARK et al., 2004).
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3.4.2. Obtencao da CoQo

A coenzima Q1o pode ser obtida através da alimentacdo ou de suplementos, bem
como pode ser produzida pelo organismo pela mesma via que € sintetizado o colesterol,
cuja producdo é reduzida com o avanco da idade. Quando suplementada, a coenzima
Q1o € absorvida pelo intestino delgado, no entanto, esta absor¢do & muito pequena,
aproximadamente 60% da coenzima ingerida é eliminada na forma inalterada pelas
fezes. Estudos recentes comprovaram que a coenzima Q1o pode estimular a producdo e o
aproveitamento energético celular; corrigir falhas do sistema imunoldgico (sistema de
defesa do organismo), por apresentar propriedades antioxidantes, bem como reduzir o0s
efeitos toxicos de drogas, favorecendo o organismo durante o processo de
envelhecimento (QUINZI et al., 2008).

As principais fontes naturais de coenzima Qi incluem a carne bovina,
amendoim, salmao, sardinha e espinafre. Como suplemento, a coenzima Qo pode ser
encontrada na forma de comprimidos, capsulas ou em solucdes, isolada ou associada a
outras vitaminas ou minerais em diversos suplementos nutricionais. Porém, devido as
interagcBes negativas que podem ocorrer entre as proprias vitaminas, bem como entre as
vitaminas e 0s minerais, 0 uso de suplementos que contém a combinacdo destes
nutrientes em uma Unica capsula ou comprimido ndo é recomendado, pois um acaba
comprometendo a absorcdo do outro por competirem, muitas vezes, pelo mesmo local
de absorcdo (ABRUTYN, 2011).

3.4.3. Micro-organismos produtores de CoQo

Bule e Singhal (2009), mostraram em seu trabalho uma abordagem integrada da
utilizacdo de técnicas estatisticas e precursoras, que meios naturais, poderiam aumentar
a producéo de CoQ1p por Pseudomonas diminuta. O estudo indicou que tanto o suco de
cenoura como 0 suco de tomate pode atuar como precursores naturais para a produgéo
de CoQ19, embora os melhores resultados tenham sido obtidos com o suco de cenoura.

HA et al., (2009), selecionaram minerais que tenham um efeito estimulante
sobre o contetido especifico da CoQjo, a suplementagdo com Ca," aumentou a produgéo
de CoQio em cerca de 22,4% para dar o maior conteido de CoQig, em cultura de
Agrobacterium tumefaciens. A suplementa¢do com Ca," auxilia 0 aumento da CoQ1g
especifica, que por sua vez, diminuiu o estresse oxidativo para proteger a membrana

contra a peroxidacao lipidica. Os resultados melhoraram a compreensdo da biossintese
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CoQip em Agrobacterium tumefaciens e devem contribuir para uma melhor produgéo
industrial de CoQ1o por processos bioldgicos.

Yen e Shih (2009), realizaram experimentos utilizando biorreator airlift, com
cultivo aérobio-escuro de Rhodobacter sphaeroides. Neste estudo, o melaco foi
utilizado como meio de producéo. Os resultados sugeriram que uma operacdo em lotes
alimentados em biorreator airlift acompanhados de diferentes medidas de aeragdo
poderéo ser adequados para a maior produgdo de CoQ1y.

Kawamukai  (2010), realizou experimentos utilizando as leveduras
Schizosaccharomyces pombe e Saccharomyces cerevisiae na producdo de Coenzima
Q10. Neste trabalho teve como foco os aspectos bioquimicos e comerciais de CoQ em

levedura.

3.5. LIPIDEOS

Lipideos sdo ésteres organicos de &cidos graxos e alcodis. Sdo substancias
bastante heterogéneas que caracterizam-se por serem sollveis nos solventes organicos
(&lcool, benzeno, éter, cloroférmio, etc.) e insoliveis em &gua. O termo lipideo,
tradicionalmente, tem sido usado para descrever uma variedade de compostos naturais,
incluindo os acidos graxos e seus derivados, esterdides, terpenos, carotendides e acidos
biliares. Compostos que apresentam cadeias organicas com um elevado numero de
carbonos, o que lhes confere o carater hidrofébico, podendo apresentar apenas atomos
de carbono e hidrogénio ou grupos funcionais com heterodtomos como alcoois, fenois,
acidos carboxilicos, ésteres, entre outros (FAHY et al., 2005; JAVIER e ANTONIO,
2011).

Os lipideos constituem o material de reserva em animais, plantas e micro-
organismos. E ndo s6 apresentam relevancia para o armazenamento de energia, mas
também esta massivamente envolvido nos processos de transducéo de sinal, cofatores
enzimaticos, transportadores de elétrons, ancoras hidrofobicas, agentes emulsificantes,
hormdnios e mensageiros intracelulares (MURALIKRISHNA et al., 2006; JULVE et
al., 2010).

Na dieta humana, os lipideos sdo responsaveis por liberarem a maior parte da
energia necessdria para a manutencdo das vias metabolicas (cerca de 9 kcal/g),
fornecendo duas vezes mais energia que outras fontes como carboidratos e proteinas
(OYAMA et al., 2001; BAUMANN, 2014).
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Os lipideos sao classificados como simples, quando sdo constituidos por acidos
graxos e alcoois, podem ser glicerideos ou cerideos. Este tltimo é formado por cadeias
longas abertas de alcool. Podem ser classificados como conjugados ou complexos,
podendo ser constituidos por outros grupos na molécula, além de &cidos graxos e
alcoois, fosfatos, nitrogénio e os lipideos derivados sdo as substancias obtidas por
hidrolise dos lipideos simples e compostos (NELSON e COX, 2011; VOET et al.,
2014).

De acordo com Moore-Landecker (1996), os lipideos podem estar agregados a
outros compostos, tais como: proteinas, aminoacidos e polissacarideos. Geralmente 0s
(TAGQG) triacilglicerol e seus acidos graxos compreendem uma grande fracéo dos lipideos

produzidos por fungos.

3.5.1. Producéo de lipideos por leveduras

As leveduras sdo utilizadas em muitos processos industriais, tais como a
producdo de enzimas, vitaminas, polissacarideos, polialcoois, pigmentos, lipideos e
glicolipideos. Alguns destes produtos sdo produzidos comercialmente, enquanto outros
sdo potencialmente valiosos em processos biotecnologicos (ADRIO e DEMAIN, 2003;
CASTANHA, 2012).

O papel dos lipideos, dos seus precursores e derivados, em células eucarioticas,
esta sendo cada vez mais reconhecido. Os avancgos tecnoldgicos na analise de lipideos e
na engenharia genética estdo atraindo cada vez mais interesse para o estudo do
metabolismo lipidico em varios organismos. Entre os micro-organismos, leveduras
sendo unicelulares, desprovidas de endotoxinas, passiveis de melhoramento genético e
apropriadas para fermentacdes em grande-escala. S&o particularmente atraentes para o
desenvolvimento de abordagens biotecnoldgicas (BEOPOULOS et al., 2011).

Os lipideos produzidos por micro-organismos apresentam composi¢do similar e
valor energético aos 6leos vegetais e animais, mas como produtores de lipideos os
micro-organismos nao competem por recursos alimentares, especialmente se a fonte de
carbono for de baixo custo como matérias-primas, subprodutos e excedentes. Apresenta
ainda grande rapidez de geracdo e sua producdo ndo € sujeito a variag@es climaticas e
sazonais ciclico. Além disso, sua producdo requer menor area de producao e melhor
controle da producao e do produto (LI et al., 2008; ROSSI et al., 2011).
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Para reduzir os custos do 6leo microbiano tém sido exploradas outras fontes de
carbono ao invés de glicose. Foram relatados que xilose, arabinose, manose, glicerol e
outros residuos agricolas e industriais podem ser usados como fonte de carbono para o
acumulo de 6leo em leveduras (TSIGIE et al., 2011).

As leveduras tém sido estudadas como micro-organismos produtores de lipideos
devido a sua capacidade de acumular alta quantidade de lipideos intracelulares, sua alta
taxa de crescimento e a semelhanca dos seus triacilglicerois com as fracGes de Oleos
vegetais (RATLEDGE, 1988).

As leveduras oleaginosas mais conhecidas incluem os géneros de Candida,
Cryptococcus, Rhodotorula, Rhizopus, Trichosporon e Yarrowia. Em média, estas
leveduras acumulam lipideos para um nivel correspondente a 40% de sua biomassa,
entretanto, em condicOes de limitagcdo de nutrientes, elas podem acumular lipideos para
niveis que excedem 70% de sua biomassa. No entanto o contetdo lipidico e o perfil
diferem entre as espécies (BEOPOULOS et al., 2009; TANIMURAA et al., 2014).

Atualmente, diversos pesquisadores desenvolvem estudos para crescimento com
0s mais diversos tipos de leveduras, utilizando meio alternativo constituido por residuos
industriais para promover a producdo de lipideos por processos biotecnoldgicos
(DELABIO et al., 2013; JUSZCZYK, et al., 2013).

3.5.2. Sintese de lipideos por leveduras

Oleos e gorduras sdo as mais importantes matérias-primas renovaveis da
industria quimica. Elas tornam disponiveis acidos graxos em tal pureza que podem ser
usados para conversdes quimicas e para a sintese de compostos quimicamente puros. Os
oleoquimicos basicos sdo quimicamente convertidos para uma grande variedade de
moléculas que sdo utilizados para a produgdo de cosméticos, lubrificantes,
revestimentos, surfactante e muitos outros produtos Gteis (METZGER e
BORNSCHEUER, 2006).

O metabolismo de carbono de micro-organismos é estimado para ser baseado
principalmente em carboidratos. A presenca de lipases permite que muitos micro-
organismos passem a utilizar fontes de carbono "nao convencionais”, tais como TAG e
outros lipideos com ligacdes ésteres (NAJJAR et al., 2011).

A formacdo de lipideos depende da fisiologia do micro-organismo, comecgando

sua producdo de lipideos durante a fase exponencial tardia e continua durante a fase
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estacionaria. Sob condicBes limitantes e na presenca de uma fonte de carbono em
excesso 0S micro-organismos iniciam o armazenamento de lipideos, assim uma alta taxa
de carbono/nitrogénio, em torno de 100, é um requisito basico para o acimulo de
lipideos (BEOPOULOQS et al., 2009). Micro-organismos que podem acumular lipideos
em mais do que 20% de sua biomassa sdo definidos como especies oleaginosas
(RATLEDGE e WYNN, 2002).

Leveduras sob limitagdo de nutrientes passam por trés fases de crescimento: o
primeiro € a proliferacdo celular (fase exponencial de crescimento), entdo o crescimento
é reduzido quando nutrientes tornam-se limitantes e as células comecam a acumular
lipideos, e, finalmente, células entram na fase estacionaria onde o acimulo de lipideos
continua. Entretanto nessa fase a B-oxidacdo também se inicia em um esforco para
remobilizar o carbono armazenado, até que as células ndo podem mais produzir
metabolitos essenciais e interrompem a maioria das atividades metabdlicas
(BEOPOULOS et al., 2011).

Durante o processo de crescimento microbiano/acimulo de reservas lipidicas, o
fendmeno dominante que define a composicdo do lipideo intracelular é, em primeiro
passo, 0 processo especifico de incorporacdo de acidos graxos dentro das células
microbianas e, em segundo, as mudancas endocelulares dos acidos graxos, definida pela
capacidade enzimatica do micro-organismo. Os acidos graxos também serdo degradados
por necessidade de crescimento ou como substrato dos processos de bio-transformacoes
endocelulares, levando a mudanga de concentragcdo e producdo de “novos” acidos
graxos, 0s quais nao existiam previamente no substrato (AGGELIS et al., 1995, ZHAO
et al., 2008).

O actmulo de lipideos pode ocorrer por duas vias metabolicas diferentes: (1)
Sintese de lipideos ‘de novo’ envolvendo a produgdo, em condigdes definidas, de acidos
graxos precursores, como acetil e malonil-CoA e sua integracdo dentro da via
biossintetica de estoque de lipideos onde o graxo acil-CoA, se reunem para formar
(TAG) e esteril ésteres (EE). Os lipideos neutros sdo armazenados dentro dos corpos
lipidicos (CL) para servir como reservas de energia. (2) Sintese de lipideos ‘ex novo’
via metabdlica envolvendo a quebra de acidos graxos, 6leos e triglicerideos a partir de
meio de cultura e seu acimulo em uma forma nédo alterada ou modificada dentro da
célula. Esta via requer hidrolise de substrato hidrofobico e incorporagéo/transporte de

acidos graxos na forma de tioésteres-CoA dentro da célula, os quais alimentam as vias
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de estoque de lipideos dentro de CL, para gerar acumulo de lipideos neutros
(BEOPOULOS et al., 2009; BEOPOULOQOS et al., 2011).

Os &cidos graxos produzidos pela primeira via metabolica ou pela segunda séo
esterificados utilizando moléculas de glicerol ou em uma molécula de esterol para
formar os TAGs e EE, respectivamente. O processo completo é conhecido como a via
lipidica de armazenamento, e os seus produtos finais formam a fragéo lipidica neutra da
célula, empacotada no interior dos CL (BEOPOULOS et al., 2011).

Os lipideos neutros armazenados nos CL podem ser mobilizados para atender as
necessidades celulares de esterdis e acidos graxos. A hidrolise dos TAG por lipases
fornece diacilglicerol e acidos graxos livres para biossintese da membrana lipidica e da
complementacdo das necessidades de energia da célula. Acidos graxos, uma vez
hidrolisados séo direcionados a sintese de fosfolipideos ou para o peroxissomo onde
ocorre a degradagdo através de B-oxidacdo (BEOPOULOS et al., 2011).

3.5.3. Acidos graxos

Os acidos graxos (AG) correspondem a uma cadeia carbdnica apolar e um grupo
carboxila polar, sendo representados pela formula geral RCOOH. Podem possuir de 4 a
36 atomos de carbonos e nenhuma ramifica¢do. Os mais comumente encontrados sao 0s
que apresentam 16 e 18 atomos de carbonos. Na natureza, os AG sdo encontrados na
forma saturada constituida apenas de ligacbes simples e cadeias planas, ou nas formas
insaturadas constituidas por uma ou mais dupla ligacdes podendo apresentar uma curva
em sua cadeia carbdnica. As ligacdes duplas sdo sempre separadas por um grupo
metileno (-CH=CH-CH2-CH=CH-) e possuem um sistema de classificacdo
simplificado indicando o numero de atomos de carbonos, nimero de ligacdes duplas e a
localizagdo das mesmas (Tabela 3) (NELSON e COX, 2011).

A presenca de AG saturados e insaturados na membrana citoplasmética dos
organismos tem fundamental importancia quanto a determinacdo da fluidez, para
compostos presentes na regido externa a membrana, contudo, adaptando-se ao meio
circundante, cumprem ainda funcbes energéticas e de reservas metabdlicas, além de
formarem hormonios e sais biliares (VALENZUELA e NIETO, 2003). Os AG
poliinsaturados séo aqueles que possuem mais de uma dupla ligacdo e estdo
subdivididos em familias de acordo com sua derivacao biossintética (NELSON e COX,
2011).
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Tabela 3 — Principais acidos graxos presentes na natureza.
Fonte: Solomons e Fryhle (2006).

Nome oficial Nome usual Simbolo Ponto de fusdo (°C)
Acido butandico Acido butirico C4:0 8,0
Acido hexanéico Acido capréico C6:0 -3,0
Acido octandico Acido caprilico C8&:0 16,5
Acido decandico Acido caprico C10:0 31,0
Acido dodecanéico Acido laurico C12:0 44,0
Acido tetradecandico Acido miristico C14:0 54,0
Acido hexadecandico Acido palmitico C16:0 63,0
Acido cis-hexadec-9-endico Acido palmitoleico C16:1(9) 0,0
Acido octadecandico Acido estedrico C18:0 700
Acido cis-octadec-9-endico Acido oleico C18:1(9) 130
Acido cis,cis-octadec-9,12-diendico Acido linoleico C18:2(9,12) -5,0
Acido cis,cis,cis-octadec-9,12,15-triendico Acido linolénico C18:2(9,12,15) -11,0
Acido eicosandico Acido araquidico C20:0 75,0

Dentro da diversidade dos AG, existem aqueles que o organismo tem capacidade
de sintese, porém outros ndo. Esses AG cuja biossintese é inadequada sdo denominados
AG essenciais: acido a-linolénico (®3) e &cido y-linoléico (w6). Para suprir a demanda
organica, os mesmos devem estar em quantidades suficientes na alimentacdo. Varios
estudos apontam que sua utilizacdo traz beneficios para a satde humana, prevenindo
enfermidades cardiovasculares, cancer de célon, doencas imunoldgicas e favorecendo o
desenvolvimento cerebral e da retina (GONZALES, 2002). O ©3 ¢ o 6 sio
considerados precursores dos acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa (AGPICL):
acido araquidénico (AA), acido eicosapentaenoico (EPA) e acido docosahexaendico
(DHA) (JANEIRO, 2011).

Os AG essenciais sdo componentes estruturais importantes de todas as
membranas, tanto revestindo uma célula quanto no seu interior. A composicéo lipidica
da dieta e o adequado consumo de AG do tipo cis estdo diretamente relacionados a
composigdo da membrana celular, uma vez que esses &cidos atuam como elementos de
comunicacdo entre as células, sendo precursores de certas prostaglandinas, além de
controlarem o nivel de colesterol e favorecerem a permeabilidade da pele. Dietas pobres
em AG podem ocasionar dermatites, demora na cura de ferimentos, reducdo na
resisténcia a infeccdes, alopecia e trombocitopenia (GURR, 1992; JANEIRO, 2011).
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Os AG, principalmente na forma de fosfolipideos, sdo encontrados entre 0s
varios elementos que compdem as células do sistema imunoldgico, apresentando os
linfocitos e macrdfagos alto teor de &cido araquiddnico. Este acido, presente na
membrana celular, ap6s estimulacdo por mitdgenos, linfocinas e antigenos, atua sobre
diversas fases da resposta imunologicas através da producdo de prostaglandinas e
leucotrienos, que atuam como potentes mediadores inflamatorios (GURR, 1992;
SILVA, 2010).

3.5.3.1. Importancia dos &cidos graxos no uso tépico

Os AG sdo moléeculas de natureza lipidica, como parte de fosfolipideos e
glicolipideos e estdo envolvidos em varias funcbes bioldgicas. Além disso, alguns AG
desenvolvem uma funcdo reguladora, esta funcdo participa diretamente nas quatro fases
de cicatrizacdo da pele: a coagulacdo do sangue, inflamacdo, formacéo de tecido novo e
remodelacdo do tecido (MANHEZI et al., 2008; JANEIRO, 2011).

A investigacdo sobre a utilizagdo de AG essenciais na regeneracao epitelial e na
prevencdo de Ulceras cronicas em pacientes tem sido pouco descritas e observadas e, por
conseguinte, ndo existem muitos estudos que descrevem a nivel molecular o efeito
benéfico da utilizacdo topica de acidos graxos. Recentemente, tem sido demonstrado em
animais de laboratério que acidos oléico e linoléico desenvolvem um efeito pro-
inflamatorio, que facilita a regeneracdo de feridas e a estimulagdo da producdo de
citocinas (VEGF e IL-1) através da estimulacdo dos neutrofilos, formacdo de novos
vasos sanguineos e, assim, acelerar o processo de cicatrizacdo. Além disso, quando o
acido linoléico é aplicado, a pele absorve diretamente e incorpora ceramidas mantendo
junto o estrato corneo, o que aumenta a sua coesao celular (MARTINEZ et al., 2004;
SOUTO e MULLER, 2008).

De acordo com Torra et al., (2003) e Martinez et al., (2004) os produtos
compostos por AG essenciais apresentam propriedades que sdo caracterizadas por:

e Aumentar a microcirculagdo sanguinea, diminuindo o risco de isquemig;

e Facilitar a renovacdo das células da pele;

e Potencializar coesdo celular da epiderme;

e Aumentar a resisténcia da pele contra os agentes causadores de Ulceras de
presséo;

e Impedir a desidratacdo da pele;
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e Proteger contra o atrito;
e Reduz a fragilidade da pele;

e Diminuir o efeito dos radicais livres.

3.6. ESTRATEGIA BIOTECNOLOGICA: uso de residuos agroindustriais

Ao longo de sua existéncia, 0 homem sempre utilizou 0s recursos naturais do
planeta e gerou residuos com pouca ou nenhuma preocupacao, ja que 0S recursos eram
abundantes e a natureza aceitava passivamente os despejos realizados. A partir do
século XIX, com o surgimento da “onda industrial”, o modelo ou estratégia de
desenvolvimento das nacdes consolidou suas bases técnicas e sociais. Este modelo
gerou impressionantes excedentes de riqueza econdmica, mas trouxe consigo grandes
problemas sociais e ambientais, entre eles os residuos (CASAGRANDE et al., 2008,
FONSECA et al., 2011).

A continua necessidade, por parte do mercado, de produtos dotados de
propriedades funcionais sempre melhores, tem notadamente estimulado a pesquisa em
direcdo a aplicacdo de materiais de baixo custo. Nos Ultimos anos, muitos foram os
estudos que analisaram a possibilidade de reciclagem de uma vasta gama de residuos
agroindustriais (CORTES et al., 2011; LEONEL, 2011). As abordagens ambientais
mais recentes apontam para o desenvolvimento sustentavel como principal solucéo,
minimizando assim o descarte de materiais pelo reaproveitamento dos residuos gerados
nos diversos setores da economia (ACCORSINI et al., 2012; BECKER, 2013).

A crescente preocupacdo com o0 meio ambiente vem mobilizando varios
segmentos do mercado. Indmeros 6rgdos governamentais e industrias estdo se
preparando para aplicar uma politica ambiental que minimiza os impactos negativos a
natureza. O residuo agroindustrial, depois de gerado, necessita de destino adequado,
pois, além de criar problemas ambientais, os residuos representam perdas de matérias-
primas e energia, exigindo investimentos significativos no controle da polui¢cdo. Muitos
trabalhos estudam a bioutilizacdo de residuos tais como: bagaco de cana-de-agUcar,
manipueira, milhocina, dleo de refinaria, melago, soro de leite, como substrato para o
cultivo de diferentes tipos de micro-organismos, visando uma producgdo secundaria,
rentdvel economicamente, de baixo custo (PELIZER et al., 2007; LEONEL, 2011).

Os residuos agroindustriais podem ser reutilizados como substratos na producao

de processos fermentativos com diferentes tipos de micro-organismos, evitando a
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contaminacdo de ambientes naturais e viabilizando economicamente a producdo de
metabolitos de valor comercial (CERQUEIRA e COSTA, 2009; ACCORSINI et al.,
2012).

3.6.1. Soro de leite

O soro de leite € um subproduto extraido da porcdo aquosa do leite, gerada
durante o processo de fabricacdo do queijo. Apresenta sabor acido ou doce e sua
constituicdo depende da técnica de coagulacdo e fabricacdo do queijo, cuja composi¢do
quimica apresenta quantidades consideraveis de lactose, proteinas solUveis e sais
minerais. Durante muito tempo o soro foi considerado um residuo de baixo ou nenhum
valor comercial usado na alimentacdo de animais ou descartado em efluentes sem
qualquer tratamento (PAULA et al.,, 2011; FERREIRA et al., 2012), provocando a
destruicdo da flora e da fauna devido ao seu alto valor de demanda bioquimica de
oxigénio (DBO), que é cerca de 30.000 a 50.000 mg.L™. Tal indice é aproximadamente
100 vezes maior que o de um esgoto doméstico e, considerando uma produgdo média de
10.000L de soro por dia, esta teria o poder poluente equivalente ao de uma populacao de
5.000 habitantes (MACHADO et al., 2001).

Portanto, a legislacdo ambiental exige cada vez mais das industrias de laticinios
um plano de tratamento ou reaproveitamento deste soro de leite. Acredita-se que
aproximadamente 50% de todo o soro liquido produzido ndo é aproveitado, sendo este
namero ainda maior se forem consideradas as micro e pequenas empresas (BECKER,
2013; MORRIL, 2012). A conversdo do residuo soro de leite para insumo € considerada
como uma inovacdo tecnoldgica na cadeia de producdo agroindustrial do leite, de
carater predominantemente tecnoldgico, pois segundo Consoli e Neves (2006), este tipo
de inovacgéo prioriza agdes que objetivam desenvolver novos processos de fabricacéo,
novas matérias-primas e produtos de concep¢édo inovadora.

As proteinas do soro do leite apresentam uma estrutura globular contendo
algumas pontes de dissulfeto, que conferem certo grau de estabilidade estrutural. As
fracOes, ou peptideos do soro, sdo constituidos de: beta-lactoglobulina (BLG), alfalacto-
albumina (ALA), albumina do soro bovino (BSA), imunoglobulinas (Ig's) e glico-
macropeptideos (GMP). Essas fracbes podem variar em tamanho, peso molecular e
funcdo, fornecendo as proteinas do soro caracteristicas especiais (AIMUTIS, 2004;
HARAGUCHI et al., 2006).
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As proteinas do soro podem exibir diferencas na sua composi¢do de macro e
micronutrientes, dependendo da forma utilizada para sua obtencdo. Segundo Araujo et
al., (2011), 100g de concentrado protéico do soro do leite possui, em média, 414kcal,
80g de proteina, 7g de gordura e 8g de carboidratos. De acordo com Zubiolo et al.,
(2012), a composicdo meédia de aminoacidos € de 4,9mg de alanina, 2,4mg de arginina,
3,8mg de asparagina, 10,7mg de ac. aspartico, 1,7mg de cisteina, 3,4mg de glutamina,
15,4mg de &c. glutdmico, 1,7mg de glicina, 1,7mg de histidina, 4,7mg de isoleucina,
11,8mg de leucina, 9,5mg de lisina, 3,1mg de metionina, 4,2mg de prolina, 3,9mg de
serina, 4,6mg de treonina, 1,3mg de triptofano, 3,4mg de tirosina e 4,7mg de valina, por
grama de proteina. Segundo o autor, esses valores estdo acima da média, quando
comparados aqueles de outras fontes protéicas, fornecendo as proteinas do soro
importantes propriedades nutricionais. Em relacdo aos micronutrientes, possui, em
média, 1,2mg de ferro, 170mg de sodio e 600mg de calcio por 100g de concentrado
protéico.

Pesquisas recentes demonstraram a eficacia do permeado da ultrafiltracdo do
soro de leite como fator de crescimento em meios de cultura de Lactobacillus
acidophilus e Bifidobacterium lactis, probioticos utilizados na formulacédo de alimentos
funcionais. Verificou-se que o soro de leite funcionou como importantes fatores de
crescimento para esses micro-organismos. Por outro lado, existe um grande descarte do
soro de leite, sendo este produto servido como substrato para producdo de ramnolipideo
por Pseudomonas aeruginosa (HARAGUCHI et al., 2006; THAMER e PENA, 2006).

3.6.2. Milhocina

A milhocina é um produto gerado durante o processo de maceragdo por via
umida do milho, é utilizada principalmente como suplemento alimentar na fabricagéo de
racdo de ruminantes, fonte de nutrientes para aves, na confecgéo de iscas atrativas de
moscas das frutas e fontes de nutrientes para micro-organismos em processo de
fermentac#o industrial, visando a producio de subprodutos de importancia comercial. E
considerada uma excelente fonte de carbono e/ou nitrogénio para 0s micro-organismos
por conter em sua composicdo aminodcidos, vitaminas e sais minerais. A utilizacdo de
fonte de nitrogénio para o crescimento microbiano e producdo de metabolitos é
essencial, pois 0 nitrogénio esta intimamente relacionado ao metabolismo dos micro-
organismos (DOMINGQOS, 2009; ZANOTTO, 2012).
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O micro-organismo, quando crescido em meio contendo milhocina, produz ainda
mais exopolimeros, o que facilita muito a ades&o das células microbianas a semente de
milho (ZANOTTO, 2012). De acordo com Silveira (2001), a milhocina pode substituir
0 extrato de levedura, com excelentes resultados. A milhocina, entretanto, é de dificil

conservacao e seu uso, dependente do valor do produto a ser obtido (Tabela 4).

Tabela 4 - Composicao de aminoacidos, vitaminas e minerais encontrados em uma
solugéo concentrada de milhocina.
Fonte: Silveira, 2001.

Aminoacidos (%) Vitaminas (mg/Kg ) Minerais (mg/ Kg) (%)
Alanina 9,83 Biotina 0,3 Célcio - 0,14
Arginina 3,68 Colina 3.500,0 Cobre 15,0 -
Ac. aspartico 5,82 Inositol 6000,0 Ferro 100,0 -
Cisteina 2,20 Niacina 80,0 Manganés 20,0 -
Ac. gluthmico 18,07 Piridoxina 9,0 Manganés - 0,60
Triptofano Riboflavina 6,0 Potéssio - 2,80
Glicina 5,27 Tiamina 3,0 Sddio - 0,10
Histidina 3,72 Acido 15 Fosforo - 1,18
Pantotémico
Isoleucina 3,07 - - Selénio 0,3 -
Leucina 8,28 - - Zinco 60,0 -
Lisina 4,75 - - Enxofre 0,60

Machado et al., (2010), promoveu a producdo de inseticidas no controle de
pragas agricolas, por Lecanicillium lacanii, utilizando no meio de crescimento, a
milhocina (MACHADO et al., 2010). Outros autores realizaram a producdo de
biossurfactante, utilizando a milhocina como fonte de nitrogénio no meio de cultivo,
observando resultados positivos com leveduras e bactérias (FONTES et al., 2008;
ANTUNES et al., 2013). Na producdo de quitina e quitosana por Rhizopus arrhizus, a
milhocina se tornou bastante promissora no meio de cutivo, devido aos resultados
positivos na produgéo (SILVA, 2007).
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Biosurfactant production by two strains of Candida glabrata (UCP 1002 and UCP 1556) was performed
using a biotechnological process using industrial wastes as sources of carbon and nitrogen. The first
fermentation occurred in the control medium, and the second fermentation in the same way, replacing
glucose by whey (carbon source), and corn steep liquor by peptone (nitrogen source) following the
conditions used in the experimental design (DCCR). The best results obtained for biosurfactant production
in both strains were observed in the assay 8 (25% whey and corn steep liquor 11.02%), the surface tension
reduction was from 70 to 31.2 mN / m in C. glabrata (UCP 1002). For the rate of emulsification, the best
results in both strains were obtained in the assay 7 (25% whey and corn steep liquor 4%), with a better rate
of emulsification of 90% in C. glabrata (UCP 1556). The biosurfactant showed greater stability,
determined by surface tension and was produced by C. glabrata (UCP 1556) against to a wide range of salt
concentrations and at different pHs.

Keywords: Corn steep liquor; whey; Candida glabrata; biosurfactant

1. Introduction

Biotechnology is defined as any technological applications that use biological systems, living organisms
or derivatives there for make or modify products or processes for specific uses. In this sense, the
fermentation processes allow the use of by products and waste from industries and agricultural industries
as food sources for microorganisms [1-2].

The use of carbon and nitrogen source for microbial growth and production of metabolites is essential
because it is closely related to the metabolism of microorganisms. The use of agro-industrial residues for
the production of biosurfactants feasible, economically, and the process and reduced to the pollution
caused by these wastes when released into the environment [3]. The whey and corn steep liquor, wastes
are generated in industry corn and dairy, respectively, and are excellent sources of nitrogen and carbon
for the microorganisms in the medium composition and containing amino acids, vitamins and minerals.
Several studies demonstrated the influence of the sources of carbon and nitrogen in the medium of
production considered important parameters in the production of biosurfactants [2-4].

The biosurfactants are metabolites secondary produced by microorganisms excreted extracellular, in its
structure that have a hydrophilic and a hydrophobic region acting at the interface of fluid phases with
different degrees of polarity. This polymer has received great interest due to the characteristics that make
them advantageous compared to the chemical surfactants, because they act to reduce surface tension, have
for the most part, effective stability at different temperatures and pHs, low toxicity, biodegradability and
synthesis of material from renewable [5].

This paper describes the evaluation of the biotechnological potential of two strains of Candida glabrata
(UCP 1002 and 1556) in the production of biosurfactants using low-cost way, based on industrial wastes,
using an experimental design like the Central Composite Rotational Design (CCRD).

2. Materials and methods

Microorganisms: Candida glabrata (UCP 1556), isolated from soil in semi-arid region of Pernambuco,
and C. glarbrata (UCP 1002) isolated from mangrove sediments (town of Rio Formoso, PE, Brazil) was
kindly provided from collection of cultures of the Nucleus of Research in Environmental Sciences
(NPCIAMB) Catholic University of Pernambuco,and registered at the World Federation Culture for
Collection- WFCC. The culture was maintained on Sabouraud Dextrose Agar medium [6].
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The substrates used were corn steep liquor, a bioproduct from corn processing industry, and whey from
the dairy industry of Sdo Bento do Una (PE), used as a means of biosurfactant production.

We conducted an experimental design like the Central Composite Rotational Design (CCRD), 2°.

The medium composition used as control was described by Natori et. al [7] modified, constituted by yeast
extract (1g/mL), peptone (1g/mL), glucose (2g/mL), CaCOs; (0, 12g/mL) and MgSO, (0.03 g/ mL). This
medium was modified by replacement of peptone by corn steep liquor and glucose by whey.

The production of biosurfactant by Candida glabrata was performed the following steps:

Growth: cells of C.andida glabrata (UCP 1002 and 1556) were grown on YMA - Yeast Mold Agar (yeast
extract 0.3 g / mL, malt extract 0.3 g/ mL, tryptone 0.5 g / mL, D- glucose 1g/mL and agar 5g/mL) and
incubated for 48h at 28 °C.

Pre-inoculums: The inoculums were prepared from young cells transferred to 250 mL Erlenmeyer flasks
containing 100 ml of Sabouraud broth (3 g meat peptone, 20 g glucose and distilled water 1000 mL),
incubated aerobically for 24 h, 28 °C and 150 rpm in orbital shaker at.

Submerged fermentation: two fermentations were carried out, the first using the control proposed by
Natori et. al [7] modified, for the production of biosurfactant by C. glabrata (UCP 1002 and 1556,
respectively). The pre-inoculums corresponded to 5% of the cells suspensions corresponding to 10 cells /
mL obtained from the growth on Sabouraud dextrose broth. The Erlenmeyer flasks of 250 mL of capacity
containing 100 mL of medium the proposed as control. The flasks were kept under orbital agitation of
150 rpm, incubated for 72 hours at a temperature of 28°C. After this period the culture was centrifuged at
4000 rpm and filtered (120 silkscreen nylon mesh) to separate cells from fluid metabolism. The cell-free
metabolic liquid was subjected to the determination of surface tension. The second fermentation was
performed in the same growing conditions and the substrates were added according to the concentration
established by factorial design (CCRD), 2% It was determined pH, emulsification index and surface
tension as a response variable.

Kinetics of growth: the growth of strains of Candida glabrata (UCP 1002 and 1556) was accompanied by
technique Pour-Plate and results were expressed in UCF/ mL. Aliquots were collected each 4 h in total
duration of 12 h, and then were collected at 24 h, and total of 168 h.

Determination of pH: was used Orion (model 310) for measuring the pH of aliquots collected from the
means of production.

Determination of surface tension: the cell-free metabolic liquid containing the biosurfactant after 72 hours
of culture was measured in an automatic tensiometer (model Sigma 70-KSV Ltd., Finland) using the ring
DU NUQY, dipping in liquid, recording the force required to pull it through the air-liquid interface [8].
Determination of emulsification index: was performed in all conditions of the experimental design
(CCRD). The samples were centrifuged at 4000rpm at a temperature of 100C for 20 minutes and the
supernatant was analyzed by the method of Cooper and Goldenberg [9].

Stability: The condition of biosurfactant selected (CCRD) experimental design was evaluated for stability
according to the surface tension-free metabolic cells with different pHs (2,4,6,8,10 and 12), different
concentrations of NaCl (2%, 4%, 6%, 8%, 10% and 12%) and different temperatures (0 °C, 5 °C, 70° C,
100 °C and 120 °C) for 10 minutes.

3. Results and discussions

3.1 Production of biosurfactant by Candida glabrata (UCP 1002 and 1556)

In order to stimulate the production of biosurfactants aggregate cost reduction process, it stimulated
production of these biopolymers using industrial wastes. In this context, the production of biosurfactants
was investigated by two strains of Candida glabrata (UCP 1002 and 1556) using the control medium,
proposed by Natori et. al [7] modified. In control medium, the strains of C. glabrata (UCP 1002 and
1556) showed similar values on reducing the surface tension of 70 mN / m of water to 45.53 mN / m and
47.28 mN / m, respectively. In the second fermentation (replaced corn steep liquor by peptone and
glucose by whey) performed in accordance with the requirements for planning (CCRD) of 2°, after 72
hours of culture, the occurrence of maximum production of biosurfactant was observed. A significant
reduction of surface tension of water from 70 mN / m to 31.2 mN / m C. glabrata (UCP 1002) and 32.15
mN / m C. glabrata (UCP 1556), the assay 8 of planning CCRD (Table 1) were observed. The carbon
source determined the type and properties of biosurfactants as the source of nitrogen directly influences
cell growth [10]. Yeasts, even those of the same species have different responses to the biosurfactant
production in the face of various culture media media [4-11-12-13]. The biopolymers produced showed
similar ability to reduce the surface tension of the biosurfactant Candida lipolytica (32 mN / m) [14] and
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showed higher values of surface tension reduction of biosurfactant with Candida antarctica (35 mN / m)
[15] and Yarrowia lipolytica (50 mN / m) [16].

Table 1. Results of fermentation of Candida glabrata using experimental design (CCRD) of 2% with
four replications of the center point after 72 hours of cultivation, using surface tension as the response
variable, and emulsification index.

Conditions Whey  Corn steeps Index emulsification Oil Surface tension (%)
(%) liquor (%) burning engine (%)
UCP 1002 UCP 1556 UCP 1002 UCP 1556

1 10.0 5.0 75 75 37.3 46.9
2 10.0 10.0 70 80 40.2 44.8
3 40.0 5.0 79 77 45.2 46.9
4 40.0 10.0 75 75 41.7 39.2
5 3.85 7.5 76 80 38.2 43.4
6 46.15 7.5 80 70 43.9 41.2
7 25.0 4.0 80 90 43.4 42.5
8 25.0 11.02 71 80 31.2 32.15
9 25.0 7.5 75 75 35.1 36.8
10 25.0 7.5 74 81 36.6 39.7
11 25.0 7.5 71 75 39.6 37.1
12 25.0 7.5 76 75 36.8 39.5

The bioemulsifiers are surfactants that have the ability to form and stabilize emulsions [17]. In this
context, it was determined the rate of emulsification, quantitative test to assess the occurrence of the
formation and stabilization of emulsions. After 24 hours, there was stabilization of emulsions in all
conditions, with significant results in condition 7 (Table 1) of the two strains studied experimental design
(CCRD), with values of 80% C. glabrata (UCP 1002) and 90% C. glabrata (UCP 1556), using as
substrate hydrophobic oil burning engine. These results demonstrate that the biosurfactants produced have
significant emulsifying properties, since Willumsen and Karlson [17] consider significant values above
50% of emulsification. Luna et. al [18] obtained similar results by Candida Sphaerica, getting about 90%
of emulsifificacdo hydrophobic substrate using engine oil.
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Figure 1. A) Growth curve and pH of C. glabrata UCP 1002 amid consisting of whey and corn steep
liquor during the production of biosurfactant, B) Growth curve and pH of C. glabrata UCP 1556 amid
consisting of whey and corn steep liquor during the production of biosurfactant.

The growth of C. glabrata (UCP 1002 UCP and 1556) are shown in Figures 2A and 2B, the strains of
C. glabrata (UCP 1002 and 1556) showed similar growth in the first 4 hr of cultivation, and from this
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point to C. glabrata (UCP 1556) achieved faster growth than the strain C. glabrata (UCP 1002).
However, the strains reached the exponential phase until 48hr of cultivation. After this period, the strains
of C. glabrata remained in stationary phase to the 144hr. The pH of production in the fermentations with
two strains of C. glabrata acid remained over 144 hrs and after this period showed neutral character. The
maximum production of biosurfactant occurred in the stationary phase of growth in acid pH ranges
between 5.0 and 5.5 in both strains. These studies are corroborated by Gerorgiou et al. [19] (1992),
confirming that most biosurfactants are produced in the stationary phase of growth of the microorganism.

3.2 Stability of the biosurfactant produced by Candida glabrata (UCP 1002 and 1556)

The biosurfactants produced by Candida glabrata (UCP 1002 and 1556), selected in the best condition of
planning (Table 1) was evaluated in cell-free metabolic liquid and their stability under different pHs,
NaCl concentrations and temperatures, according with the determination of surface tension. The selected
biosurfactant produced in strain (UCP 1002) was stable in all NaCl concentrations tested, indicating that
regardless of NaCl concentration used, the biosurfactant remains effective in reducing the surface tension
(Figure 2A). The occurrence of significant values for surface tension reduction was observed only at pH 8
(Figure 2B). Regarding the influence of temperature (Figure 2C) was observed significant amounts of
thermal stability on the surface tension of only 4°C. The selected biosurfactant produced in strain (UCP
1556) also showed stability in all NaCl concentrations tested (Figure 3A). The occurrence of significant
values for surface tension reduction was observed in all pH ranges tested (Figure 3B). Regarding the
influence of temperature (Figure 3C) was observed stable values of surface tension at temperatures of 4°C
and 70°C. Andrade et.al [11], demonstrated that the biosurfactant produced by Candida lipolytica, has
effective stability on the surface tension, at elevated temperatures.
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Figure 2.  Stability of the biosurfactant determined by the surface tension of cell-free metabolic
Candida glabrata (UCP 1002). (A) different concentrations of NaCl, (B) different pH values and (C) at
different temperatures.
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Figure 3.  Stability of the biosurfactant determined by the surface tension of cell-free metabolic
Candida glabrata (UCP 1556). (A) different concentrations of NaCl, (B) different pH values and (C) at
different temperatures.

The ability of strains of Candida glabrata (UCP 1002 and 1556) for biosurfactant production was
demonstrated in this work, using industrial wastes as potential sources of carbon and nitrogen. The
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biosurfactants produced by two strains of C. glabrata showed significant reductions in surface tension
and emulsifying properties similar. The polymers produced in this study, using waste as sources of
nutrients industries reduce production costs, lead to economic gains and reduce environmental impacts.
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Residuos agroindustriais como substrato nao
convencional para crescimento de uma linhagem
de Candida glabrata e producao de um
biossurfactante lipopeptidico
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RESUMO

A levedura Candida glabrata UCP/WFCC1556 isolada do solo da Caatinga de
Pernambuco (Brasil), demonstrou potencial na producdo de biossurfactante utilizando
meio de sais inorganicos (MSI), suplementado com soro de leite (SL) e milhocina (M)
como substratos. Por essa razdo, este estudo teve como objetivo avaliar a produgéo de
biossurfactante em meio otimizado por bioprocessos utilizando planejamento do tipo
Delineamento Composto Central (DCC) 22. Os residuos SL e M sdo substratos
facilmente acessiveis que tém a vantagem de reduzir o custo de produgdo do
biossurfactante em meio econdmico. Essa producdo foi observada quando a linhagem
foi cultivada em substratos soliveis como SL e M no segundo planejamento
experimental, quando ocorreu uma correlacdo entre SL (40%) e M (20%) e a tensédo
superficial da agua reduzida de 72 para 28,8 mN/m. O biossurfactante formou uma
estavel emulsdo com éleos de soja, canola e algoddo em temperaturas variando de O-
120°C, pH (2-14) e concentracdes de NaCl (2-20%). O rendimento do biossurfactante
anionico purificado foi 5,60 g/ L™ e a analise de espectroscopia do infravermelho por
transformada de Fourier (FT-IR) confirmou a presenga de grupos funcionais da
lipoproteina. O teste de dispersdo do éleo demonstrou a habilidade de aplicacdo do
biossurfactante para dispersar o 6leo de motor. A atividade tensoativa e emulsificante
observada neste estudo indica que a linhagem de C. glabrata (UCP 1556) é uma

promissora produtora de biossurfactante.

Palavras-chave: Candida glabrata, residuos agroindustriais, otimizacao,

biossurfactante, caracterizacao, lipoproteina.
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ABSTRACT

The yeast Candida glabrata UCP/WFCC1556 isolated from Caatinga soil of
Pernambuco (Brazil), showed production of biosurfactant using medium inorganic salt
(MSI) supplemented with milk whey (MW) and corn steep liquor (CSL), as substrates.
Therefore, this study aimed to evaluate the production of biosurfactant in optimizated
medium by bioprocesses using sequential experimental Central Composite Design
(CCD) 22. The wastes MW and CSL represent easily available substrates which have
the advantage of reducing the production cost and help to produce the biosurfactant
economically. Such production was observed when the strain was grown on soluble
substrates, such as MW and CSL in the second experimental design, when there was a
correlation between MW (40%) and CSL (20%), and the surface tension water
decreased from 72 to 28.8mN/m. The biosurfactant formed a stable emulsion index with
soybean, canola and cotton oils at temperatures ranging from 0-120° C, pH (2-14) and
NaCl concentrations (2-20%). The purified anionic biosurfactant yield was 5.60 g/ L™,
and the Fourier transform infrared (FT-IR) spectroscopy analysis confirmed the
presence of functional groups of the lipoprotein. The spread oil test showed the ability
of the biosurfactant application to disperse engine oil. The surface-active and
emulsifying activity observed in this study indicates that the strain of C. glabrata (UCP

1556) is a promising producer of biosurfactant.

Keywords: Candida glabrata, agro-industrial wastes, optimization, biosurfactant,
characterization, lipoprotein.


http://europepmc.org/abstract/MED/22592059/?whatizit_url_Chemicals=http://www.ebi.ac.uk/chebi/searchId.do?chebiId=CHEBI%3A6495

LIMA, R.A. - Producdo de biossurfactante, coenzima CoQ e lipideos poliinsaturados ... 86

1. INTRODUCAO

As novas perspectivas industriais de produgdo apontam para 0S Processos
biotecnoldgicos com micro-organismos e a utilizacdo de residuos industriais como
substratos na formulacdo de meios alternativos em processos fermentativos para
producdo de metabdlitos secundarios visando diminuir o custo de producdo
(ACCORSINI et al., 2012; ANTUNES et al., 2013). Além disto, este mercado se mostra
promissor por atrair o interesse pelo estudo dos biossurfactantes que podem ser usados
como matéria-prima em aplica¢Oes na industria de alimentos, agroquimica, cosméticos e
farmacéutica (MORIKAWA et al., 2000; LUNA et al., 2009; SOUSA et al., 2014).

Biossurfactantes sdo moléculas anfipaticas compostas de uma regido hidrofobica
e uma regido hidrofilica. Possui em sua estrutura uma cadeia de hidrocarbonetos na
porgéao apolar, enquanto a porgédo polar pode ser ionica, anidnica, catidnica e ndo iénica
ou anfoterica. As principais classes de biossurfactantes incluem glicolipideos,
lipoproteinas, fosfolipideos, lipideos neutros, acidos graxos hidroxilados (DA et al.,
2008; NAYAK etal., 2009; SHARMA e SAHARAN, 2014).

Como relatado por Copper e Goldenberg (1987), para justificar a substituicdo de
surfactantes sintéticos por moléculas bioldgicas, é necessario encontrar um processo de
producdo mais econdmico. A producdo dos biossurfactantes pode ser influenciada pelo
tipo e concentracdo do substrato empregado, podendo aumentar ou reduzir a sintese do
biopolimero, e até mesmo modifica-lo estruturalmente. As leveduras, mesmo aquelas da
mesma espécie, apresentam respostas diferentes a producdo de biossurfactante frente
aos diversos meios de cultivo (FONTES et al., 2008). Entre as leveduras, Candida
glabrata tem sido reportada como um micro-organismo com alto potencial
biotecnologico na producdo de metabolitos secundarios e tem potencial para atender a
demanda do mercado (BIALKOVA et al., 2006; LUNA et al., 2009).

Os biossurfactantes sdo um grupo de estruturas moleculares com diversas
propriedades, capazes de reduzir a tensao superficial e interfacial entre liquidos, sélidos
e gases, e possui habilidade para misturar e dispersar substratos insoltveis em solugdes
aquosas (BENINCASA et al., 2004; CAMEOTRA et al., 2010; PARTHASARATHI et
al., 2014). Os biossurfactantes oferecem varias vantagens sobre surfactantes de origem
quimica, como baixa toxicidade e alta biodegrabilidade, estabilidade em uma ampla
faixa de pH, temperatura, salinidade e aceitabilidade ecologica. Estas propriedades os

tornam adequados para uma vasta gama de aplicacbes industriais envolvendo
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detergéncia, emulsificacdo, lubrificacdo, capacidade de formar espuma, umectante,
solubilizacéo e dispersdo de fases (BANAT et al., 2000; MULLIGAN, 2005).

A otimizagdo através de planejamento fatorial € uma pratica comum na
biotecnologia para selecionar os melhores compostos do meio e das condicdes de
cultivo, considerando que os meios sdo responsaveis por cerca de 30% do valor da
producdo total (MAKKAR e CAMEOTRA, 2002).

Este trabalho teve como objetivo a metabolizacdo dos residuos do soro do leite e
milhocina, como fontes de carbono e nitrogénio por C. glabrata (UCP 1556) para
producdo de biossurfactante utilizando meio otimizado de baixo custo e a caracterizacao

fisico-quimica e bioldgica para aplicagdes industriais.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Micro-organismo e condicdes de cultivo

A linhagem de Candida glabrata (UCP 1556) foi gentilmente fornecida pelo
banco de cultura do Nucleo de Pesquisas em Ciéncias Ambientais e Biotecnologia
(NPCIAMB) da Universidade Catolica de Pernambuco (UNICAP), registrado na
Federacdo Mundial de Colegbes de Culturas (WFCC). A C. glabrata foi cultivada em
Yeast Mold Agar (YMA) [extrato de levedura 0,3%, extrato de malte 0,3%, triptona
0,5%, glicose 1%, agar 5,0% e agua destilada 100 mL]. O in6culo foi padronizado
transferindo as células de C. glabrata para Cald Yeast Mold (CYM), com a mesma
composicdo do (YMA) sem adi¢cdo do agar, incubado por 24 h, 150 rpm a 28° C para

obtencéo de 10’ células/mL.

2.2. Substratos
Os substratos utilizados foram residuos agroindustriais: a milhocina (M),
subproduto do beneficiamento da inddstria do milho e soro de leite (SL) proveniente da

industria de laticinios de S&o Bento do Una (PE).

2.3. Producéo de biossurfactante

A producdo do biossurfactante foi realizada utilizando o meio descrito por
Natori et al., (1978): extrato de levedura 1%, glicose 1%, peptona 2%, carbonato de
calcio 0,12g, sulfato de magnésio 0,03g. Posteriormente, este meio foi modificado

substituindo a glicose e peptona por residuos industriais, SL e M, na mesma
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concentracdo. Erlenmeyers contendo 100 mL do meio de producdo foram inoculados
com 5% do inéculo de C. glabrata de uma suspensdo celular contendo 10” UFC/mL e
incubados por 72h, 28°C em agitacdo orbital de 150 rpm. Apés este periodo as amostras

foram centrifugadas a 10.000g por 15 minutos e depois filtradas (papel Watman N° 1).

2.4. Otimizacao da producéo do biossurfactante por C. glabrata (UCP 1556)

A estratégia de estudos escolhida para otimizagdo foi a formulacdo de trés
planejamentos experimentais do tipo Delineamento Composto Central (DCC) 27
formulados com o aumento gradual das concentracBes dos residuos agroindustriais SL,
substituindo a glicose como fonte de carbono e M substituindo a peptona como fonte de
nitrogénio. Os niveis dos planejamentos experimentais estdo apresentados na tabela 1, o
extrato de levedura e as concentragdes dos minerais no meio se mantiveram constantes

em todas as condicdes dos planejamentos experimentais.

Tabela 1 - Niveis dos trés planejamentos experimentais (DCC) 22

Primeiro Planejamento fatorial

Fatores Niveis
-1,41 -1 0 1 1,41
Soro de leite (v/v %) 3,85 10 25 40 46,15
Milhocina (v/v %) 4 5 7,5 10 11,02
Segundo planejamento fatorial
Fatores Niveis
-141 -1 0 1 1,41
Soro de leite (v/iv %) 15,9 20 30 40 44,1
Milhocina (v/v %) 7,95 10 15 20 22,05
Terceiro planejamento fatorial
Fatores Nivel
-141 -1 0 1 141
Soro de leite (v/v %) 19,87 25 37,5 50 55,12
Milhocina (v/v %) 12,95 15 20 25 27,05

A analise estatistica foi demonstrada no diagrama de Pareto padronizado para as
concentragdes usadas de SL e M, utilizando como variavel resposta a tenséo superficial.
As estimativas dos efeitos que foram estatisticamente significantivas sao indicadas pela
linha tracejada, a magnitude de cada um e eficécia € representada pelas colunas e linha
transversal correspondente ao valor p=0.5, indicando significancia estatistica e eficacia.

Os niveis do planejamento experimental (DCC) 2° foram codificados como -1, +1 e 0
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(zero é considerado o ponto central) e os pontos axiais (+1,41 e -1,41), foram calculados

utilizando a seguinte férmula:

X, — X

i

(Eq. 1)

onde X; € o valor codificado da variavel independente, x; € o valor real da variavel
independente, X, é 0 valor real da varidvel independente no ponto central e Ax; é o valor
varidvel. A significancia do efeito foi testada por analise de variancia (ANOVA), e
estatisticamente analisada a partir dos dados do planejamento experimental, incluindo

diagrama de Pareto, pelo programa Statistica Stasoft (EUA) versdo 7.0.

2.5. Determinacao da tensdo superficial e Concentracdo Micelar Critica (CMC)

A tensdo superficial foi monitorada no liquido metabdlico livre de célula apos
Oh, 4h, 12h e, posteriormente, a cada 24 horas totalizando 168 horas utilizando um
Tensidmetro modelo Sigma 70 (KSV Instruments Ltd., Finland), pelo método do anel
Du Nouy a temperatura ambiente (£28°C), de acordo com Kuyukina et al., (2001). A
CMC foi determinada com o biossurfactante isolado, solubilizado em &gua nas
diferentes concentragdes (0,001, 0,01, 0,03, 0,05, 0,1, 1, 1,5, 2 e 2,5%) e depois suas
tensdes superficiais foram medidas. O alcance da CMC foi atingido depois de observar

um valor constante da tensdo superficial.

2.6. Cinética de crescimento
O crescimento da linhagen de C. glabrata (UCP 1556) foi acompanhado através
da técnica do Pour-Plate e os resultados foram expressos em UFC/mL. Aliquotas foram

coletadas apds 4h, 12h e posteriormente a cada 24h totalizando 168h.

2.6.1. Determinacao de glicose e pH

O consumo de glicose foi avaliado pelo método colorimétrico enzimatico
(LABTEST) usando D-glicose como padrdo e a absorvancia a 500nm em
espectrofotometro. Para a determinacdo do pH foi utilizado o potenciémetro Orion
(modelo 310).



LIMA, R.A. - Producdo de biossurfactante, coenzima CoQ e lipideos poliinsaturados ... 90

2.6.2. Determinacao da velocidade maxima de crescimento (umax) e o tempo de
geragéo (Tg)

A velocidade maxima de crescimento (umax) e o tempo de geracdo (Tg) da
amostra de C. glabrata cultivada no meio otimizado foram determinadas segundo as

formulas de Pirt (1982). Para velocidade de crescimento foi utlizada a equacéo:
pmax = (Ln X - Ln Xo)/(T - To) Eq. 2

Onde: X = biomassa final; X, = Biomassa inicial; T = Tempo final; To = Tempo inicial.

O tempo de geracdo (T¢) foi determinado pela férmula:

Te=Ln2/um Eq.3

2.7. Determinacao do indice de emulsificacéo

O indice de emulsficacdo foi analisado ap6s a mistura do liquido metabdlico
livre de células e dos substratos hidrofébicos de acordo com a metodologia descrita por
Cooper e Goldenberg (1987). Os substratos hidrofébicos testados foram 6leos vegetais
(soja, algoddo e canola). O indice de emulsificacdo foi calculado dividindo a altura da

emulséo formada pela altura total da mistura e multiplicando por 100%.

2.8. Estudos de estabilidade

Os estudos de estabilidade foram realizados submetendo o liquido metabdlico
livre de células a diferentes temperaturas (0, 5, 70, 100 e 120° C), pHs (2-12) e
concentracfes de NaCl (2-12%), e em seguida o indice de emulsificacdo foi medido.

2.9. Isolamento e purificacdo do biossurfactante

O biossurfactante produzido por C. glabrata foi isolado pelo método de
precipitacdo utilizando acetona 1:1 (v/v) adicionada no liquido metabdlico livre de
celulas de acordo com Paraszkiewicz et al., (2002). O processo de purificagdo foi
iniciado com o biossurfactante bruto (500mg), solubilizado em 4mL de &gua
deionizada. Em seguida, o biossurfactante em solucdo aquosa foi re-extraido utilizando
acetona para remoc¢do maxima dos contaminantes. O processo foi repetido trés vezes. O
sobrenadante foi descartado e o biossurfactante isolado foi submetido a dialises (sacos
de dialises com 25mm e 16mm diametro) contra agua deionizada durante 72h a 5°C, e
cada um foi submetido a mudancgas a cada 3h. O biossurfactante purificado foi coletado
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e liofilizado. O rendimento foi calculado subtraindo o rendimento inicial

(biossurfactante bruto) pelo rendimento final (biossurfactante purificado).

2.10. Caracterizacdo do biossurfactante

A concentracdo de proteinas totais do biossurfactante isolado foi estimada
utilizando o kit Labtest Diagnostica S.A., Brasil. O teor total de carboidratos foi
estimado pelo método &cido fenol sulfurico (DUBOIS et al., 1956). O teor de lipideos
foi determinado de acordo com Manocha et al., (1980). Os &cidos graxos presentes na
porcdo hidrofébica do biossurfactante foram identificados pela conversdo de ésteres
metilicos de acordo com o método citado Durham e Kloos (1978). Os ésteres metilicos
dos acidos graxos foram ressuspensos em n-hexano e analisados por cromatografia

gasosa (CG).

2.10.1. Caracterizacédo do biossurfactante por Cromatografia em Camada Delgada
(CCD)

A amostra do biossurfactante foi ressuspendida em cloroférmio: metanol (1:1
v\v) e 100ul da amostra foi aplicada em placa TLC de silica gel (Si 60 F254, 0,25mm,
Merck) e desenvolvido um sistema solvente proposto por George e Jayachandran
(2009), contendo cloroférmio: metanol: &cido acético (65:15:2 v\v\v). A deteccdo dos
constituintes do biossurfactante foram identificados apds a pulverizacdo em placas de
TLC com os reagentes ninhidrina, rodamina e antrona. O reagente ninhidrina a 0,05%
(metanol e agua 1:1 v\v) aquecida a 100°C durante 4 minutos, foi utilizada para
deteccdo de aminoacidos e a rodamina a 0,25% (em etanol 70%) para detectar a
presenca de lipideos (YU et al.,, 2002). O reagente antrona (1g em 5ml de acido
sulfurico misturado com 95mL de etanol), foi utilizado para detectar biossurfactantes
glicolipidicos pela presenca de bandas amarelas (YIN et al., 2008). A visualizacdo das
bandas correspondentes aos constituintes do biossurfactante foram visualizados em luz
UV (YU etal., 2002; YIN et al., 2008).

2.10.2. Analise dos grupos funcionais do biossurfactante e carga i6nica
O Dbiossurfactante obtido foi analisado atraves do infravermelho por
transformada de Fourier (FT-IR). Os resultados foram registrados em aparelho Bruker

IFS 66, usando pastilhas KBr e expressos em niimero de ondas (cm?), variando de 4000
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para 400 cm*. A determinacdo da carga idnica do biossurfactante foi realizada pelo

potencial Zeta, utilizando um medidor modelo DG-ZM3, Zeta Meter system 3.0 +.

2.10.3. Efeito do biossurfactante na viscosidade

A determinacdo do efeito do biossurfactante na viscosidade de 0Oleos vegetais
tais como soja, algodao e canola, foram testados apds adicdo em tubos graduados de
6mL dos 6leos e 2ml da solugdo de biossurfactante a 1%. As misturas foram agitadas
durante 2 minutos e ap6s 20 minutos de repouso as emulsdes foram analisadas em
viscosimetro Modelo Brookfield TC-500 a 25 °C usando o spindel N° 41 a 100rpm de

acordo com a metodologia de Jara et al., (2013) modificado.

2.11. Determinagdo do potencial do biossurfactante na disperséo de 6leo

Seguindo o método estabelecido por Morikawa et al., (2000), foi possivel
identificar a ocorréncia da producdo de biossurfactante por sua especificidade para
dispersar compostos hidrofébicos. Em placas de Petri de 10cm de didmetro foram
adicionados 10ml de agua deionizada e subsequentemente, 0,5mL do 6leo de motor. No
centro da placa de Petri contendo agua e Oleo, foi adicionado 1mL do liquido
metabolico livre de células contendo o biossurfactante. A formacdo de halo (mm)
caracterizou-se pelo aparecimento de uma zona clara indicando a presenca de

compostos tensoativos e sua capacidade de dispersar componentes hidrofébicos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Producéo de biossurfactante

Os estudos de producdo de biossurfactante foram iniciados com base nos
resultados da tenséo superficial do meio proposto por Natori et al., (1978) modificado.
Neste meio, C. glabrata reduziu a tensdo superficial de 72 da agua para 40,2mN/m. De
acordo com Mulligan (2005), biossurfactantes eficientes sdo capazes de reduzir a tenséo
superficial para valores inferiores a 30,0mN/m. Neste contexto, os resultados obtidos

neste prévio estudo ndo foram significativos para a reducdo da tensdo superficial.

3.2. Otimizacao Experimental
Otimizar a composicdo do meio de cultivo é uma questdo importante no

desenvolvimento de processos de producdo de biossurfactantes economicamente
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viaveis. Reduzir o custo total de producdo de biossurfactante geralmente depende da
melhoria da linhagem, do uso de matérias-primas de baixo custo tal como residuos
agricolas e industriais como substratos, 0 uso de processo em larga escala e 0 uso de
técnicas avancadas a base de computadores para processos de controle e otimizacéo
(MUTHUSAMY et al., 2008). O SL e M sao dois exemplos de residuos agroindustriais
de baixo custo, rico em nutrientes, que podem ser usados para producdo de
biossurfactante assim como para reduzir os custos do processo de produgdo. No
primeiro planejamento, a condicdo 8 apresentou o melhor resultado para reducdo da
tensdo superficial: 72 da &gua para 32,1mN/m (Tabela 2), com o meio suplementado

com SL em nivel intermediario (25%) e M em nivel maximo (11,02%) (Tabela 1).

Tabela 2 - Niveis codificados e o0s resultados da tensdo superficial dos trés

planejamentos (DCC) de 2%

Tensdo superficial mN/m
Ensaios  Soro Milhocina  Primeiro Segundo Terceiro

PF PF PF
1 -1 -1 46,9 34,7 37,2
2 1 -1 44,8 35,9 38,9
3 -1 1 46,9 35,3 35,2
4 1 1 39,2 28,8 40,1
5 -1,41 0 43,4 33,0 39,2
6 1,41 0 41,2 32,8 41,0
7 0 -1,41 42,5 36,9 43,0
8 0 1,41 32,1 34,4 40,1
9 0 0 36,8 36,5 36,7
10 0 0 39,7 37,0 37,1
11 0 0 37,1 35,3 34,9
12 0 0 39,5 36,5 35,7

PF= Planejamento fatorial

A andlise do diagrama de Pareto demonstra que a concentracdo da variavel
independente M em funcéo linear foi estatisticamente significativa com efeito negativo,
favorecendo a reducdo da tensdo superficial no liquido metabolico livre de céluas. As
concentragOes da varidvel independente SL na fungdo quadratica foram estatisticamente
significativas com efeito positivo indicado pela linha tracejada. No entanto, néo
favoreceu a reducdo da tensdo superficial. As outras variaveis ndo foram significativas

do ponto de vista estatistico, pois elas ndo passararam da linha tracejada (Figura 1).
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Figura 1 - Diagrama de Pareto de efeitos padronizados para o 1° planejamento fatorial

do tipo (DCC) 22, tendo como fatores o (SL) e (M) e como variavel resposta a tensio

superficial.
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No segundo planejamento (DCC) 2° as concentracdes de SL e M foram

aumentadas como demonstrado na tabela 1, na busca da reducdo méaxima da tensdo

superficial. Neste planejamento, a condicdo 4 apresentou o melhor resultado para

reducdo da tensdo superficial: 72 da agua para 28,8mN/m (Tabela 2) no meio

suplementado com os niveis maximos das concentracfes de SL (40%) e M (20%)

(Tabela 1).

A andlise do diagrama de Pareto no segundo planejamento demostrou que a

concentracdo de SL e M foram estatisticamente significativas em todos os termos,

exceto para a M quando analisada na funcdo quadratica. Todas as varidveis

independentes, como suas associacdes, renderam resultados estatisticos significativos

com efeito negativo, favorecendo a reducédo da tenséo superficial (Figura 2).
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Figura 1 - Diagrama de Pareto de efeitos padronizados para o 2° planejamento fatorial

do tipo (DCC) 22, tendo como fatores o (SL) e (M) e como variavel resposta a tensio

superficial.

No terceiro planejamento (DCC) 22 as concentracdes de SL e M receberam um
acréscimo nas concentracfes, como demonstrado na tabela 1, na busca da reducédo

maxima da tensdo superficial. Neste planejamento, a condi¢do 3 apresentou o melhor
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resultado para reducgdo da tensdo superficial: 72 da agua para 35,2mN/m (Tabela 2),

com meio suplementado com os nivel maximo de SL (50%) e nivel intermediario de M
(15%) (Tabela 1).
As concentragcbes de SL e M usadas no terceiro planejamento ndo foram

estatisticamente significativas para a reducdo da tensdo superficial, pois eles nédo

passaram da linha tracejada (Figura 3).

Figura 2- Diagrama de Pareto de efeitos padronizados para o 3° planejamento fatorial

do tipo (DCC) 22, tendo como fatores o (SL) e (M) e como variavel resposta a tensio

superficial.
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De acordo com os resultados obtidos da tensé@o superficial e analises realizadas
pelo diagrama de Pareto dos trés planejamentos experimentais, ficou evidente que as
melhores concentragcbes comprovadas para obtencdo da méaxima reducdo de tensdo
superficial ocorreu no segundo planejamento no meio constituido por SL (40%) e M
(20%). O modelo quadratico gerado pelo segundo planejamento esta representado pela
Equacdo 4, onde Z ¢ a variavel resposta para tensdo superficial, X e Y sdo os valores

codificados para SL e M, respectivamente.
Z =36.5 - 5.60355331X — 1.8X*— 8.34619407Y — 45Y?—1.35XY (Eq. 4)

A validacdo do modelo obtido neste segundo planejamento e a confirmacdo da
significancia estatistica das concentracdes de SL e M para a variavel resposta tenséo
superficial esta representada na Tabela 3. A andlise de variancia (ANOVA) demonstram
os resultados das variaveis independents pela variacdo de Fisher (F) e o valor de p. De
acordo com a ANOVA, a variavel independente SL sob efeito quadratico apresentou 0s
maiores valores de Fisher (valor-F). Isso explica a variacdo dada nos resultados
estimados das variaveis utilizadas na média.

O coeficiente de determinacdo R?=0,93 indicou que 93% da variacdo total do
segundo planejamento foi explicada pela equacdo (Eq. 4) e o coeficiente adjustado de
determinacéo Radj2:0,82 indica que houve uma adaptacdo adequada dos dados para a

variavel resposta tenséo superficial.
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Tabela 3 — Analise de variancia (ANOVA) para o segundo planejamento fatorial.

Fatores Somados Graude Médiados Valor-F Nivel de
quadrados liberdade quadrados confianca (p)

Soro de leite (1. 2,51198 1 2,51198 15,0719 0,030270

Soro de leite (1.g) 20,73600 1 20,73600 1244160  0,001544

Milhocina (r.1) 5,57272 1 5,57272 33,4363 0,010286

Milhocina (r.g) 1,29600 1 1,29600 7,7760 0,068502

Assoc.Soro de leite

r.urcom milhocina .y 7,29000 1 7,29000 43,7400 0,000703
Falta de ajuste 1,97530 3 0,65843 3,9506 0,144415
Puro erro 0,50000 3 0,16667

Total da soma dos 38,64000 11

quadrados

Os subprodutos industriais tém atraido grande atencdo para uso como substratos
alternativos na producdo de biossurfactantes. Os residuos de destilarias (BABU et al.,
1996), soro de leite (DUBEY et al., 2001) e melaco (PATEL e DESAI, 1997), tém sido
descritos como possiveis substitutos na formulacdo de meios para crescimento
microbiano e producdo de biossurfactante. Parametros importantes para a producéo de
biossurfactante por Serratia sp. SVGG16 foram selecionados através do planejamento
experimental. Os resultados demonstraram que esta linhagem foi capaz de reduzir a
tensdo superficial do meio para 34,0mN/m (CUNHA et al., 2004). A substituicdo do
meio sintético por meio alternativo economicamente viavel, tal como soro de leite e
melaco, seguindo um planejamento experimental, levou a um aumento de cerca de 1,2—
1,5 vezes do rendimento do biossurfactante produzido e uma redugéo de 60—80% dos
custos de preparacdo do meio (SOBRINHO et al., 2008).

3.3. Determinacéo da tensao superficial e CMC

A CMC ¢é a concentracdo de surfactante necessaria para manter constante o valor
da tensdo superficial. Independentemente do aumento da concentragéo de surfactante,
uma reducdo ainda maior na tensdo superficial ndo péde ser observado uma vez que a
CMC foi atingida (SARUBBO et al., 2006; GEORGE et al., 2009). O biossurfactante
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produzido exibiu uma excelente reducéo da tensdo superficial no meio otimizado (40%
SL e 20% M), reduzindo para 28,8mN/m ap6s 72h, mesmo ap6s 0 aumento da
concentracdo do biossurfactante a 2% (Figura 4). O novo aumento na concentracdo da
solucdo do biossurfactante ndo reduziu a tensdo da agua, indicando que a CMC foi

alcancada com esta concentracéo.

Figura 3 — Concentracdo Micelar Critica do biossurfactante produzido por C. glabrata
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Usando um meio mineral suplementado com 2,5% de residuo industrial e 2,5%
de milhocina para a produgdo de biossurfactantes, utilizando diferentes espécies de
Candida, Coimbra et al., (2009) obteve reducdes de tensdo superficial com C. sphaerica
(35,0mN/m), C. glabrata (34,1mN/m), C. tropicalis (43,0mN/m), C. lipolytica
(35,0mN/m), C. buinensis (27,6mN/m) e C. guillermondii (30,0mN/m). O
biossurfactante produzido mostrou menor valor de CMC do que outros biossurfactantes
produzidos a partir de leveduras descritas na literatura, como valores de 2,5%

encontrado para o biossurfactante produzido por C. glabrata (LUNA et al., 2009).

3.4. Perfil da cinética de crescimento de Candida glabrata (UCP 1556)

Na figura 5, observa-se que C. glabrata atingiu 0 maximo crescimento apds 72h
de cultivo no final da fase exponencial e inicio da fase estacionaria em meio com pH
acido. Apds 96h, o consumo da glicose juntamente com o pH mantiveram-se estaveis
até o fim do cultivo. A producdo de biossurfactante por C. glabrata foi iniciada apds as
primeiras 48h quando houve uma reducdo da tensé@o superficial do meio com valores a

partir de 72 da &gua para valores proximos a 35m/Nm em meio com pH 5. Entretanto, a
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producdo maxima do biossurfactante ocorreu no final da fase exponencial e inicio da
fase estacionéria em conjunto com a reducdo da tensdo superficial no meio com pH 5,6,
resultando em uma tensdo superficial minima de 28,8 m/Nm. Os resultados obtidos
mostram que houve uma interacdo entre a producéo de biossurfactante e o crescimento

celular em 72h de cultivo em meio composto por SL e M, na condicdo otimizada.

Figura 4 - Curva de crescimento, pH, tensdo superficial e consumo de glicose para
biossurfactante isolado a partir de C. glabrata cultivadas em meio otimizado com SL
(40%) e M (20%) como substratos, durante 168 horas.
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A acidez do meio de producdo do biossurfactante foi também um parametro
analisado por Luna et al., (2009), ao evidenciar a maior producdo de biossurfactante por
C.antartida em pH 5,5. Outros resultados estdo de acordo com Georgiou et al., (1992)
alegando que a maioria dos biossurfactantes séo excretados no meio de cultivo na fase
exponencial ou estacionaria de crescimento. Os pardmetros cinéticos demonstraram um
comportamento de produgdo, onde a velocidade de crescimento maxima foi pmax
0,063h™ e tempo de geracdo de Tg 8,9h.
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3.5. Rendimento do biossurfactante e purificacéo

O rendimento da producio do biossurfactante bruto por C. glabrata foi 8g/L™
ap6s 72h de cultivo. Os resultados foram 6,80 g/L™* apds primeira purificacdo, 5,80g/L™
ap6s segunda purificacdo e 5,60g/L™ apds terceira purificagdo. O rendimento do
biossurfactante bruto produzido por C. glabrata esta de acordo com valores relatados na
literatura (MORIKAWA et al., 2000). Rufino et al., (2007), relatou um rendimento de
8g/L™" para um biossurfactante bruto produzido por C. lipolytica utilizando extrato de
levedura e residuos de 6leo de soja de refinaria como substratos. C. sphaerica produziu
um biossurfactante em um meio a base de residuos industriais em 144h de cultivo e
apresentou um rendimento 4,5g/L™ (SOBRINHO et al., 2008).

3.6. Propriedade emulsificante

Muitos micro-organismos utilizam substratos especificos, solubilizando ou
emulsificando diferentes hidrocarbonetos (DESAI e BANAT, 1992). Em nossos
estudos, os resultados mostraram a formacdo de emulsbes consistentes utilizando os
substratos hidrofébicos 6leo de soja, algodao e canola, com valores de 75%, 90% e
80%, respectivamente. Os dados sugerem que C. glabrata é uma linhagem com maior
eficiencia na formacdo de emulsbes estaveis com dleo de algoddo. De acordo com
Willumsen e Karlson (1997), os biossurfactantes sdo surfactantes que tém a capacidade
de formar emulsdes e considera uma quantidade significativa acima de 50% de

emulsificacdo.

3.7. Estudo de estabilidade

O biossurfactante produzido por C. glabrata no meio otimizado composto de
residuo agroindustrial (40% SL e 20% M), manteve suas emulsdes estaveis em todas as
diferentes faixas de pH usando como substratos hidrofébicos os 6leos de soja, algodao e
canola, indicando que independentemente dos diferentes pHs testados, suas emulsdes
permanecem estaveis (Figura 6A). No que diz respeito a influéncia das diferentes faixas
de temperaturas na estabilidade das emulsdes, foi observado estabilidade apenas com o
6leo de algoddo, obtendo valores de emulsificagdo de 75 a 80% (Figura 6B). A
capacidade do biossurfactante em formar emulsdes estaveis em diferentes concentragdes
de NaCl tambeém foi investigado e os resultados demostraram que a emulsdo manteve-se

estavel nas diferentes concentra¢Bes apenas com o 6leo de algod&o (Figura 6C).
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Figura 5 — Influéncia do pH (A), temperatura (B) e NaCl (C) na estabilidade das

emulsdes pelo biossurfactante produzido por C. glabrata.
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Fatores ambientais tais como pH, salinidade e temperatura também afetam a
atividade e estabilidade dos biossurfactantes. Por isso, é importante estudar a influéncia
destes pardmetros quando se considera aplicacdes especificas para estes compostos
(MULLIGAN, 2005). Um biossurfactante produzido por C. lipolytica cultivado com
residuo industrial (RUFINO et al., 2007) e um biossurfactante produzido por C.
glabrata (SARUBBO et al.,, 2006), mostrou semelhantes resultados de estabilidade
térmica quando comparados aos obtidos neste trabalho. Um emulsificante produzido a
partir da levedura Yarrowia lipolytica NCIM 3589, cultivada em n-hexadecano e
milhocina apresentou estabilidade em uma faixa de pH entre 2 a 10, embora uma
consideravel perda de estabilidade tenha ocorrido em pH 10 (RUFINO et al., 2014). O
biossurfactante produzido neste estudo por C. glabrata manteve suas emulsdes estaveis
em elevadas concentracGes, considerando que concentracdes acima de 2% NaCl séo

suficientes parar inativar o surfactante sintético (LUNA et al., 2009).
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3.8. Caracterizacgao do biossurfactante

A andlise demonstrou que o biossurfactante isolado a partir de C. glabrata é
constituido de 58% lipideos e 36% de proteinas. A presenca de proteinas e lipideos
indica que o biossurfactante pertence a classe das lipoproteinas. Resultados similares
foram observados por Yu et al., (2002). Rufino et al., (2014) utilizando C. lipolytica, em
meio suplementado com residuos de refinaria, 6leo de soja, cido glutamico e extrato de
levedura produziram um tipo de biossurfactante da classe das lipoproteinas (50%
proteinas e 20% lipideos).

A presenca de proteinas e lipideos no biossurfactante produzido por C. glabrata
foi confirmada por FT-IR e por cromatografia em camada delgada (CCD), visualizado
com reagentes especificos pelas bandas de identificacdo. Os resultados demonstraram
reagdes positivas para o grupo amino, utilizando o reagente ninhidrina e para lipideos
utilizando reagente rodamina, mas negativo para glicolipideos ap6s o uso do reagente
antrona.

A andlise do espectro FT-IR do biossurfactante produzido por C. glabrata
revelou picos de absorcdo a 2926cm™ indicando a presenca do estiramento C-H
contendo compostos com acidos graxos e lipideos (LAMBERT et al., 2001). O pico
1745cm™ é a vibracdo do estiramento de C = O do grupo funcional éster em lipideos. A
presenca de peptideos foi confirmada pelo pico 1662cm™ correspondente ao estiramento
C = O (FORATO et al., 2013). O pico 1393cm™ correspondente a vibragdo do
estiramento simétrico do -COO- cadeia lateral de um grupo de aminoéacidos e acidos
graxos (NAUMANN, 2000).

De acordo com a analise realizadas pelo Potencial Zeta Meta 3.0 +, obtendo -
12,8nV, o biossurfactante mostrou carater aniénico. Outros tipos de biossurfactantes
produzidos por Candida sp. também exibem um carater aniénico quando submetidos ao
mesmo teste (LUNA et al.,, 2013). De acordo com Barbieri (2000), surfactantes
anionicos sdo amplamente utilizados comercialmente e séo subdivididos em ésteres
carboxilados e sulfatados utilizados em produtos de limpeza e cosméticos.

O é&cido graxo presente na porcdo hidrofobica do biossurfactante produzido por
C. glabrata foi identificado pela conversdo para ésteres metilicos. Foram observados os
seguintes acidos graxos: C16:0 (33,6%) como o principal componente e C8:0 (4,1%),
C18:0 (28,4%), C18:1 (22,6%) e C18:2 (5,7%) em menores quantidades. O estudo da

composic¢do do acido graxo do biossurfactante isolado produzido por Candida lipolytica



LIMA, R.A. - Producdo de biossurfactante, coenzima CoQ e lipideos poliinsaturados ... 103

analisado por Cromatografia Gasosa revelou a presenca de C12:0 (75,34%), C8:0
(7,96%), C18:1 (6,36%), C16:1 (4,23%), C14:0 (3,85%) e C16:0 (2,25%) (RUFINO et
al., 2014).

Referente ao potencial do biossurfactante sobre a viscosidade de substratos
hidrofobicos, o biossurfactante de C. glabrata reduziu as viscosidades dos 6leos de soja
(21,0 para 18,5Cp), algodao (39,5 para 26,4Cp) e canola (34,8 para 29,3Cp). O efeito do
biossurfactante na reducdo da viscosidade de Oleos e o alto potencial para formar
emuls@es indica sua possivel aplicacdo em cosméticos, considerando os baixos valores
da viscosidade (NISTCHKE et al., 2002).

3.9. Testes de dispersado do dleo

O teste de dispersdao do Oleo foi realizado para confirmar a presenca do
surfactante através de sua capacidade de dispersar substratos hidrofébicos. O Triton- X
(controle positivo) dispersou 95,38% do 6leo de motor em agua resultando na formacéo
do halo de 62mm de didmetro. No meio otimizado foi visualizado a formagé&o do halo
com 53mm de diametro e dispersdo de 81,54% do 6leo de motor em &gua pelo

biossurfactante presente no liquido metabélico livre de células (Figura 7).

Figura 6 - Atividade dispersante para o 6leo motor observado como: (A) 6leo motor

com Triton-X e (B) 6leo motor com biossurfactante produzido por C. glabrata.

4. CONCLUSAO

O principal fator limitante na comercializacdo de biossurfactantes esta associada
a producgdo ndo econdmica em larga escala. Para superarar os obstaculos e para competir
com surfactantes sintéticos, substratos baratos e micro-organismos eficazes estdo sendo
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utilizados. De acordo com os resultados obtidos, C. glabrata (UCP 1556) mostrou
potencial para produzir biossurfactante por fermentagcdo submersa utilizando residuos
agroindustriais. Os residuos agroindustriais utilizados SL e M sdo considerados
substratos promissores para producdo de biossurfactante e pode reduzir muitos
problemas de processamento e de gestdo de residuos industriais. A interacdo otimizada
entre estes substratos SL e M também estabelece condi¢cbes promissoras para a
producdo industrial em larga escala de bioprodutos. Por outro lado, o presente trabalho
sugere que o biossurfactante produzido, solubiliza substancias hidrofébicas sendo

indicado para aplicacdo na industria cosmética.
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Capitulo IV
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Producéo de CoQ;q por Candida glabrata (UCP
1556) utilizando meio de baixo custo a base de
residuos agroindustriais
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RESUMO

A CoQo é um agente antioxidante enddgeno que esta presente em todos os tecidos,
variando a sua quantidade e a fungdo, sendo utilizada para combater o estresse
oxidativo, comercializada como suplemento alimentar e utilizada em formulagoes
cosmeticas. Neste trabalho foi investigado a produgdo da CoQio por Candida glabrata
utilizando um meio de cultivo otimizado constituido por residuos agroindustriais
(milhocina e soro de leite), avaliar a producdo, seu efeito citotoxico e o potencial
antioxidante. A producdo da CoQo foi realizada inicialmente em meio controle
contendo glicose, extrato de levedura, peptona e sais inorganicos e meio de produgéo
otimizado pela substituicdo da glicose pelo soro de leite e peptona pela milhocina como
substratos. As concentracdes foram estabelecidas por planejamento experimental do tipo
(DCC) de 2% A identificacdo da coenzima foi realizada pela comparagdo do tempo de
retencdo do padrdo com a amostra e a quantificacdo realizada apds a curva de
calibracdo. A determinacdo da atividade citotdxica foi realizada pelo método de
viabilidade celular utizando o corante MTT e o potencial antioxidante determinado pelo
método do DPPH. O meio otimizado (40% de soro de leite e 20% de milhocina), obteve
o maior rendimento de biomassa de 9,1g/L™ e producéo de CoQ confirmada ap6s
analise do tempo de retencdo das amostras. O teste de citotoxicidade in vitro
demonstrou que a CoQjo na concentracdo de 25pg/mL ndo apresentou atividade
citotoxica sobre os macrofagos. Os resultados da atividade antioxidante demonstraram
um elevado poder antioxidante de 73%. Sendo assim C. glabrata demonstra ser uma
excelente produtora de CoQo por processo biotecnoldgico com perspectivas de sua

utilizacdo em processos industriais na &rea de cosméticos.

Palavras-chaves: C. glabrata, residuos agroindustriais, CoQo, potencial antioxidante,
citotoxicidade.
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ABSTRACT

CoQo is an endogenous antioxidant that is present in all tissues, varying in quantity and
function, and is used to reduce oxidative stress, marketed as a dietary supplement and
used in cosmetic formulations. In this work was investigated the production of CoQo
by Candida glabrata using a culture medium optimized consisting of agro-industrial
waste (whey and corn steep liquor), evaluate the production, its cytotoxic effect and
antioxidant potential. The production of CoQip was initially performed in control
medium containing glucose, yeast extract, peptone and inorganic salts and the
production medium optimized by replacement of glucose by whey and peptone by corn
steep liquor as substrates. Concentrations were established by experimental planning
(DCC), 22. The identification of coenzyme was performed by comparison of the
retention time of the standard with the sample and the quantification performed after the
calibration curve. Determination of cytotoxic activity was performed by the method of
cell viability using the dye MTT and antioxidant potential determined by the DPPH
method. Optimized medium (40% whey and 20% corn steep liquor) obtained the higher
biomass yield of 9.1g/L™ and CoQ4, production confirmed after analysis of the retention
time of the sample. The in vitro cytotoxicity assay demonstrated that the concentration
of CoQo of 25ug/mL showed no cytotoxic activity on macrophages. The results of
antioxidant activity showed a high antioxidant power of 73%. Thus C. glabrata
demonstrated to be an excellent producer of CoQio for biotechnological process with

prospects for their use in industrial processes in the area of cosmetics.

Keywords: C. glabrata, agro-industrial waste, Co0Qio, potential antioxidant,

cytotoxicity.
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1. INTRODUCAO

O crescimento do setor industrial tem trazido muitos beneficios a populagéo,
proporcionando consideravel melhoria na qualidade de vida no mundo. Entretanto altos
indices de produtividade levaram ao rapido decréscimo dos recursos naturais e ao
mesmo tempo, a geracdo de grandes quantidades de residuos industriais. A reutilizacao
de residuos, apos a deteccdo de suas potencialidades, vem sendo considerada atualmente
a alternativa que pode contribuir para a diversificacdo de produtos, diminuicdo dos
custos de producdo de biomoléculas pelo fornecimento de matérias-primas alternativas
através de recursos agroindustriais em processos fermentativos com diferentes tipos de
micro-organismos por processos biotecnoldgicos (ACCORSINI et al.,, 2012;
LANGANKE, 2013).

A producdo de metabolitos secundarios, por processos biotecnolégicos,
aplicados a industria de cosméticos, aliado com o aumento médio de vida da populagédo
criam perspectivas para o mercado mundial. Em consequéncia dessa esperanca, existe
hoje uma grande demanda de produtos para o rejuvenescimento. Esta procura levou ao
aparecimento de novos produtos aplicados na area da cosmetologia, onde substancias
que produzam um efeito bioldgico de renovacdo celular no tecido levam a beneficios e
consequentemente, satisfaz a grandes demandas da sociedade (SILVA e FERRARI,
2011).

Entretanto, um das principais razOes apontadas pelos pesquisadores como
responsavel pelo processo de envelhecimento é o desequilibrio do mecanismo de defesa
antioxidante de nosso organismo provocado pelo estresse oxidativo (NOVAES et al.,
2014).

O estresse oxidativo pode ser provocado por diferentes causas extrinsecas como
por raios UV ou intrinsecas como os metabdlitos gerados no metabolismo celular.
Portanto, o0s cosméticos apresentam propriedades de reducdo dos sinais do
envelhecimento da pele. A CoQip € um agente antioxidante endogeno que esta presente
em todos os tecidos, variando a sua quantidade e a funcdo, sendo utilizada para
combater 0 estresse oxidativo. Os niveis dessa coenzima sdo reduzidos com a idade e
em pacientes com doengcas cronicas (cardiacas, distrofias musculares, Parkinson, cancer,
diabetes e HIV-Aids) (BENTINGR et al., 2007; MARISCAL et al., 2014).

A literatura trata apenas da producdo da CoQo por processos biotecnologicos.

Contudo, o processo de aplicacdo é restrito e poucas informacbes podem ser
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encontradas sobre CoQjo na utilizagdo em cosmético (YEN et al., 2009; HA et al.,
2009)

Este trabalho teve como objetivo promover a producdo biotecnolégica da
Coenzima Qo por C. glabrata (1556), avaliar sua toxicidade e seu potencial
antioxidante, utlizando um meio otimizado economicamente viavel a base de residuos
agroindustriais (soro de leite e milhocina), como fontes nutricionais (carbono e

nitrogénio) para aplicagdes na industria de cosméticos.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. MATERIAIS
2.1.1. Micro-organismo

Micro-organismo: Candida glabrata (UCP 1556) isolada do solo do semi-arido
(cidade Serra Talhada, Pernambuco), foi gentilmente fornecida pelo banco de cultura do
Nucleo de Pesquisas em Ciéncias Ambientais e Biotecnologia (NPCIAMB), da
Universidade Catolica de Pernambuco (UNICAP), registrada no World Federation
Culture Collection-WFCC.

2.1.2. Substratos
Os substratos utilizados foram residuos agroindustriais: a milhocina (M),
subproduto do beneficiamento da indUstria do milho e soro de leite (SL) proveniente da

industria de laticinios de Sdo Bento do Una (PE).

2.1.3. Meio de manutencéo

O meio de manutencido da levedura foi o Yeast Mold Agar (YMA), com a
seguinte composicao: extrato de levedura 3g; peptona 5g; extrato de malte 3g; glicose
10g; agar 15g; 4gua destilada 1000mL, pH 5,8 e incubado por 48h a 28°C.

2.1.4. Otimizacao da producéo de biomassa por C. glabrata (1556)

O meio controle utilizado foi o descrito por Natori et al., (1978), composto por:
extrato de levedura (1g/mL), peptona (1g/mL), glicose (2g/mL), CaCO3 (0,12g/mL) e
MgSQO, (0,03g/mL). A estratégia de estudos escolhido para otimizacdo foi a partir da
formulacdo de um planejamento experimental do tipo Delineamento Composto Central

(DCC) 22, formulados com diferentes concentracdes de residuos agroindustriais SL
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substituindo a glicose como fonte de carbono e M substituindo a peptona como fonte de
nitrogénio. Os niveis do planejamento experimental estdo apresentados na tabela 1. O
extrato de levedura e as concentracGes dos minerais no meio foram constantes em todas

as condicdes do planejamento experimental.

Tabela 1 - Niveis do planejamento experimental (DCC) 22

Planejamento DCC

Niveis
Fatores -1,41 -1 0 +1 +1,41
Soro de leite (%) 15,9 20 30 40 44,1
Milhocina (%) 7,95 10 15 20 22,05

A andlise estatistica foi demonstrada no diagrama de Pareto padronizado para as
concentragfes usadas de SL e M, utilizando como varidvel resposta a producdo de
biomassa. As estimativas dos efeitos que foram estatisticamente significantivos sao
indicados pela linha tracejada. A magnitude de cada um e eficacia é representada pelas
colunas e linha transversal correspondente ao valor p = 0.5, indicando significancia
estatistica e eficacia. Os niveis do planejamento experimental (DCC) 2° foram
codificados como -1, +1 e 0 (zero é considerado o ponto central) e 0s pontos axiais

(+1,41 e -1,41) foram calculados utilizando a seguinte formula:

X, — X

X == : (Eq. 1)

1

onde X; é o valor codificado da variavel independente, x; € o valor real da variavel
independente, Xo € o valor real da variavel independente no ponto central e Ax; € o valor
variavel. A significancia do efeito foi testada por analise de variancia (ANOVA), e
estatisticamente analisada a partir dos dados do planejamento experimental, incluindo

diagrama de Pareto, pelo programa Statistica Stasoft (EUA) verséo 7.0.

2.2. Métodos microbiologicos
2.2.1. Preparacéo do inoculo

O indculo foi padronizado transferindo-se células de C. glabrata (UCP 1556),
para 0 Caldo Yeast Mold (CYM), mantido a temperatura de 28°C, durante 24h e

150rpm até a obtencio de 10’ células\mL.
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2.2.2. Producéao de biomassa por Candida glabrata (UCP 1556)

Os cultivos para producgéo da biomassa foram realizados em frascos Erlenmeyer
com 1L de capacidade, um contendo 500 mL do meio controle e outros 12 frascos com
500mL dos meios de producdo (soro de leite e milhocina) de acordo com as
concentracdes do planejamento experimental, inoculados com suspensdo de 10’
células/mL. Os frascos foram mantidos sob agitacdo orbital de 150rpm, incubados por
72h, & temperatura de 28°C. ApOs este periodo foi realizada uma centrifugacdo a
4.000g, seguida de filtracdo (membrana de nylon silkscreen 120F) a fim de separar as
células do liquido metabdlico. A biomassa obtida foi lavada com agua deionizada,
congelada e liofilizada, sendo mantida em dessecador até peso constante para
quantificacdo de biomassa seca, estimada por gravimetria. Na condi¢cdo otimizada as
aliquotas foram coletadas a cada 4h, 12h e posteriormente a cada 24 horas totalizando
72 horas.

2.2.3. Determinacéo do consumo de glicose e do pH

O consumo de glicose foi avaliado pelo método colorimétrico enzimatico
(LABTEST) usando D-glicose como padrdo e a absorvancia a 500nm em
espectrofotdbmetro. Para a determinacdo do pH foi utilizado o potencidmetro Orion
(modelo 310).

2.2.4. Extracdo da CoQo

A biomassa com peso de 40g foi mantida sob refluxo a 90°C por 20 minutos,
tratada com 25mL de agua destilada, 75mL de metanol, 2,59 de pirogaloll e 10g de
hidroxido de sodio, para saponificacdo. A biomassa saponificada, apos resfriamento
com gelo, foi transferida para funil de separacdo de 500mL de capacidade, submetida a
extragdo com 100mL de hexano, agitando manualmente por 20 minutos, ficando em
repouso até separacdo das duas fases. A fase superior foi colocada em frascos de
Erlenmeyer com 250 mL de capacidade e repetiu-se esse processo por mais duas vezes.
As fases 1,2 e 3, reunidas foram lavadas trés vezes com agua destilada e evaporadas até
secura (rotaevaporador) sob a temperatura de 40°C. A seguir foram ressuspendidas em
2mL de acetona, concentrada a 25% do volume e submetido a cromatografia em camada
delgada para pré-purificacdo (OKADA et al., 1995).
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2.2.5. Identificacdo da CoQ1g
2.2.5.1. Cromatografia em camada delgada (CCD)

Nesta analise foi utilizada uma placa de 20X20cm de silica gel e hexano como
sistema de solvente para separar a CoQi. O padrdo de CoQjio e a amostra foram
aplicadas na placa com auxilio de um capilar. A identificacdo da CoQ1o presente na
amostra ficou evidenciada pela comparacdo do Rf do padrdo com o da amostra. Essa
regido foi retirada com auxilio de uma espatula e colocada em um becker de 100mL de
capacidade, adcionado 20mL de acetona e colocada sob agitacdo por 30 minutos, ao
final desse periodo, foi centrifugada a 3.000g por 5 minutos. O sobrenadante foi
recolhido e evaporado a temperatura de 40°C. Os extratos contendo a CoQio foi
ressuspenso em 0,5mL de acetona e submetidos a HPLC para identificagdo (OKADA et
al., 1995).

2.2.5.2. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

A ubiquinona CoQqo purificada foi analisada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC), modelo Alliance 2695 e identificadas por comparagédo dos tempos de
retencdo da amostra com o padrdo da ubiquinona CoQqg € a quantificacdo realizada ap6s
construcdo da curva-padrdo com seis diferentes concentragdes (de 0,05 a 0,5ug/mL),
usando a area do pico para céalculo da concentracdo (RODRIGUES-AMAYA, 1999). As
analises foram realizadas usando uma coluna SUNFIRE C18 (4,6x250mm), nas
seguintes condicBes: acetonitrila: isopropanol (55%: 45%), vazdo: 0,6ml/min, detector
de UV: 270nm e temperatura do forno 30°C.

2.2.6. Determinacao da atividade citotdxica da CoQ1p

A atividade citotoxica foi realizada através do método do MTT brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (ALLEY et al., 1988; MOSMANN, 1983).

As linhagens de células tumorais humanas utilizadas foram NCI-H292
(carcinoma mucoepidermoide de pulmdo humano), HEp-2 (carcinoma de laringe
humana) e J744.A1 (macr6fago murino) mantidas em meio de cultura DMEM. Os
meios foram suplementados com 10% de soro fetal bovino e 1% de solugdo de
antibidtico (penicilina e estreptomicina). As células foram mantidas em estufa a 37°C

em atmosfera imida enriquecida com 5% de CO..
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As células NCI-H292, HEp-2 (10° células/mL) e J744.A1 (17,5x10* células/mL)
foram plaqueadas em placas de 96 pocos e incubadas por 24h. Em seguida as amostras
dissolvidas em DMSO (1%) foram adicionadas aos pogos em concentracgdo final de 25
pug/mL. O farmaco doxorrubicina (5 pg/mL) foi utilizada como padrdo. Apds 72h de
reincubacdo, foi adicionado 25 pL de MTT (5 mg/mL) e depois de 3h de incubacéo, o
meio de cultura com o MTT foram aspirados e 100 uL de DMSO foi adicionado a cada
poco. A absorbancia foi medida em um leitor de microplacas no comprimento de onda
de 560nm. Os experimentos foram analisados no programa GraphPad Prism5.0. Cada

amostra foi testada em triplicata.

2.2.7. Determinagéo de atividade antioxidante "'Scavenger'* do radical DPPH

O radical DPPH (1,1-difenil-2-picril hidrazila) é considerado um radical estavel
e tem absorbancia maxima em 517nm. Quando este composto recebe um elétron ou um
radical hidrogénio de um agente oxidante ou de um radical livre, para se tornar um
composto estavel, resulta em perda de absorbéncia, passando de violeta para amarelo.
Para determinar o "scavenger" dos radicais DPPH conforme método proposto por
Brande-Willians et al., (2005). O flavondide quercetina foi utilizado como controle
positivo do experimento. Adcionou-se 1mL do reagente DPPH 0,3mM somente as
amostras. Para controle preparou-se uma solu¢do contendo etanol (2,5mL) e DPPH
3mM (1mL) e como branco controle somente 3,5mL de etanol. Passado 30 minutos, as
absorbancias foram lidas em 517nm e calculadas em percentual de atividade
antioxidante usando a equacéo:

AA% =100 - (Abs Amostra - AbsBranco) x 100)/ (Abs controle - Abs Branco)

O ensaio foi realizado em triplicata e a concentracdo capaz de inibir 50% do
radical DPPH (CI*®) foi calculada por regressdo linear e expressos em média + desvio
padrdo (DP) onde o eixo X representa a concentracdo e o exio Y a percentagem de
atividade antioxidante (AA%). As andlises estatisticas foram realizadas através do

programa GranphPad Prisma.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Otimizacao da producéo de biomassa por C. glabrata (UCP 1556)

O meio controle proposto por Natori et al., (1978) apresentou 5,1g/L™ de
biomassa. A estratégia escolhida para estudos de otimizacdo foi formular um
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planejamento do tipo DCC 22 (Tabela 1). O resultado deste planejamento mostra que na
condigé@o 4, o meio com soro de leite (40%) e milhocina (20%), apresentou a melhor

producdo de biomassa 9,1g/L™ (Tabela 2).

Tabela 2 - Resultados do planejamento (DCC) 2% para producdo de biomassa por C.
glabrata (UCP 1556)

Condigdes Soro de leite (%) Milhocina (%) Biomassa (g/L™)

1 1 1 3,30
2 -1 1 3,70
3 1 -1 6,90
4 1 1 9,10
5 1,41 0 3,20
6 1,41 0 7,50
7 0 1,41 3,61
8 0 1,41 3,08
9 0 0 5,30
10 0 0 5,87
11 0 0 5,61
12 0 0 5,69

Os efeitos do soro de leite e da milhocina sobre a producdo da biomassa e da
interacdo entre eles foram analisados e estdo apresentados no diagrama de Pareto
(Figura 1). Todas as variaveis foram significativas do ponto de vista estatistico, pois
passaram a linha tracejada. As variaveis independentes milhocina e soro de leite em
funcdo quadratica e as interacdes entre eles apresentaram-se estatisticamente
significativas com efeito positivo, favorecendo a producdo da biomassa no meio de

cultivo (Figura 1).
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Figura 1- Diagrama de Pareto de efeitos padronizados para planejamento fatorial do
tipo (DCC) 2, tendo como fatores o soro de leite e milhocina, como variavel resposta a
producéo de biomassa.
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3.2.Cinética de crescimento do meio otimizado de C. glabrata (UCP 1556)

A C. glabrata (UCP 1556) apresentou no meio controle um consumo de glicose
de 63% e no meio de producdo otimizado (condicdo 4) 80% apo6s 72 horas de cultivo
(Figura 2A). A producdo maxima de biomassa celular em meio controle e no meio de
producdo ap6s 72 horas de cultivo foi de: 5,1g/L™" e 9,1g/L™, respectivamente,
apresentando curvas similares, variando na quantidade da producdo, ambos com pH

levemente acido em torno de 6,0 (Figura 2B).

Figura 2 - (A) Determinacdo consumo de glicose, (B) pH e producéo de biomassa de
C. glabrata (UCP 1556) nos meios controle e no meio de producdo otimizado a base de

residuos agroindustriais.
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Cazetta e Celligoi (2006), utilizando um processo biotecnoldgico para producao
de biomassa celular nas linhagens C. lipolytica, R. mucilaginosa e S. cerevisiae em
meio de producdo (melago - 50% e vinhaga - 50%), obtiveram um consumo de glicose

acima de 50%, e de biomassa valores de 6,9; 2,63 e 7,49 g/L™, respectivamente.

3.3. Identificacéo e quantificacido da CoQp

A CoQip ¢ uma molécula importante industrialmente por ter aplicagdes
nutracéuticos e cosmecéuticos. A CoQio é produzida por fermentacdo microbiana e o
processo exige a utilizacdo de linhagens com elevada produtividade e rendimentos de
CoQ 10 (RANADIVE et al., 2014). Analisando os cromatogramas observamos a
identificacdo da CoQjo comparando os tempos de retencdo (Tg) do padrdo com o da
amostra contendo extratos produzidos pela C. glabrata, apresentando valores similares
Tr do padrdo 5,371 e da amostra 5,372. Em termos de quantificacdo a CoQig

apresentou rendimento de 150ug/g (Figura 3).

Figura 3 - Cromatogramas. (A) solugéo padréo de CoQ1o na concentragdo de 1mg/mL;
(B) amostra contendo extrato purificado de CoQ1 produzida pela C. glabrata na mesma

concentracao.
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Athiyaman e Sankaranarayanan (2014), realizaram um estudo biotecnologico
para producdo de CoQio por R. glutinis, em meio otimizado a base de acido-hidroxi
benzdico (PHB) e 6leo de soja (7,78%), utilizando metodologia de superficie de
resposta, as condi¢cdes de cultura promoveram o crescimento ideal para producdo de
CoQuo. A producdo aumentou consideravelmente de 10mg/L™ (meio controle) para

39,2mg/L™* (meio otimizado).

3.4. Resultados da atividade citotoxica da CoQ1g

O extrato da CoQ;o produzido por C. glabrata em meio otimizado a base de
residuos agroindustriais (condicao 4) foram testados quanto a atividade citotoxica em
células humanas tumorais (NCI-H292 e HEp-2) e em células de macréfagos murino
(J774.1). Uma escala de intensidade foi utilizada para avaliar o potencial citotdxico das
amostras testadas. Amostras sem atividade (1 a 20% de inibicdo), com pouca atividade
(inibicdo de crescimento celular variando de 20 a 50%), com atividade moderada
(inibig&o de crescimento celular variando de 50 a 70%) e com muita atividade (inibicdo
de crescimento variando de 70 a 100%) (FOUCHE et al., 2008). Os resultados
demonstraram que na concentracdo de 25ug/mL a CoQqo produzida por C. glabrata
(UCP 1556) ndo apresentou atividade de inibicdo sobre as células dos macréfagos
murino (J774.1), com 0%. Entretanto nas células humanas tumorais (NCI-H292 e HEp-
2) apresentaram pouca atividade de inibigdo, com valores de 20,98 e 13,39%,

respectivamente.

3.5. Andlise da atividade antioxidante da CoQ1g

Os resultados do ensaio para a determinacdo da capacidade sequestrante de
DPPH estdo expressos em 1C* - pg/mL, e denota a concentracdo de extrato necesséria
para reduzir em 50% a quantidade de radicais livres. A capacidade sequestrante do
radical livre DPPH pela CoQ;o de C. glabrata foi de 6,90ug/mL. De acordo com
Nguma (2010), quanto menor a concentragdo, maior é a capacidade antioxidante da
amostra. Nguma (2010), realizou um trabalho e avaliou a capacidade antioxidante de
BHT (Butil hidroxi tolueno), acido ascorbico e acido galico. O perfil das amostras aos
valores padronizados foram de 17,2; 9,2 e 2,4ug/mL, respectivamente. Pode-se dizer

que a amostra de CoQip produzida por C. glabrata tem maior potencialidade
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antioxidante em relacdo ao BHT e ac. ascorbico, sendo este um resultado bastante

promissor.

4. CONCLUSAO

Neste estudo, foi produzido por processo biotecnoldgico a coenzima Qi pela
Candida glabrata (UCP 1556) em meio otimizado contendo residuos agroindustriais
(soro de leite e milhocina). A CoQ1o produzida apresentou elevado poder antioxidante e
diante de células de macr6fagos murino ndo demonstrou atividade. A coenzima Qg
produzida neste trabalho surge como uma alternativa de elevado valor industrial a ser

obtida por processos biotecnoldgicos.
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Capitulo V
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Producéao de acidos graxos poliinsaturados
PUFASs (o3 e ®6) por Candida glabrata (UCP
1002 e 1556) em substratos alternativos a base de
residuos agroindustriais

* Manuscrito a ser submetido para PATENTE
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RESUMO

Os lipideos sdo um grupo de substancias biolégicas compostos principalmente de
substancias ndo polares (triglicerideos, diglicerideos, monoglicerideos e esterois) e
compostos polares (&cidos graxos livres, fosfolipidios e esfingolipidios). Neste trabalho
foram desenvolvidos estudos biotecnologicos visando a producdo de lipideos
poliinsaturados (w3 ¢ w6) por duas linhagens de C. glabrata (UCP 1002 e 1556) em
meio a base de residuos agroindustriais (milhocina e soro de leite). A producéo foi
realizada em cultivo submerso em um meio controle contendo glicose, extrato de
levedura, peptona e sais inorganicos € em um meio de producdo a base de residuos
agroindustriais, com 40% de soro de leite em substituicdo a glicose e 20% de milhocina
em substituicdo a peptona. O rendimento da biomassa foi calculado por gravimetria e 0s
lipideos extraidos a partir da biomassa, utilizando cloroférmio: metanol. Os &cidos
graxos foram metilados e identificados por cromatografia gasosa (CG). Os resultados
demonstraram que as linhagens de C. glabrata (UCP 1002 e 1556) apresentaram
rendimento de biomassa, em meio contendo 40% de soro de leite e 20% de milhocina,
valores de 6,8 e 8,8 g/L™, respectivamente. A producdo de lipideos totais pelas
linhagens de C. glabrata (UCP 1002 e 1556), apresentaram valores de 16,20 e 21,50%,
respectivamente. As duas linhagens de C. glabrata (UCP 1002 e 1556), mostraram
habilidade de produzir acidos graxos poliinsaturados (PUFAS), com destaque para a
producdo de a-acido linblenico (®w3), com 75,61 e 90,05%, respectivamente. Os
resultados indicam que as duas linhagens de C. glabrata (UCP 1002 e 1556) apresentam
habilidade em metabolizar os residuos agroindustriais e produzir biotecnologicamente

acidos graxos poliinsaturados (PUFAS).

Palavras-chaves: Lipideos, PUFAs, Candida glabrata, residuos agroindustriais.
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ABSTRACT

Lipids are a group of biological substances mainly composed of non-polar substances
(triglycerides, diglycerides, monoglycerides and sterols) and polar compounds (free
fatty acids, phospholipids and sphingolipids). In this work were developed
biotechnological studies for the production of polyunsaturated lipids (3 ¢ ®6), by two
strains of C. glabrata (UCP 1002 and 1556) in medium the basis of agro-industrial
residues (corn steep liquor and whey). The production was carried out in submerged
cultive in a control medium containing glucose, yeast extract, peptone and inorganic
salts and a medium of production the base of agro-industrial waste, with 40% whey in
replacing glucose and 20% corn steep liquor replacing peptone. The biomass yield was
calculated by gravimetrically and the lipids extracted from the biomass using
chloroform: methanol. The fatty acids were methylated and identified by gas
chromatography (GC). The results demonstrated that the strains of C. glabrata (UCP
1002 and 1556) showed biomass yield of 6.8 and 8.8 g/L™, respectively. The total lipid
production by strains of C. glabrata (UCP 1002 and 1556), showed values of 16.20 and
21.50%, respectively. The two strains of C. glabrata (UCP 1002 and 1556) showed
ability to produce polyunsaturated fatty acids (PUFASs), with emphasis for the
production of a-linolenic acid (o3), with 75.61 and 90.05%, respectively. The results
indicate that the two strains of C. glabrata (UCP 1002 and 1556) have the ability to
metabolize agroindustrial waste and produce biotechnologically polyunsaturated fatty
acids (PUFASs).

Keywords: Lipids, PUFAs, Candida glabrata, agro-industrial waste.
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1. INTRODUCAO

A biotecnologia apresenta novas perspectivas na utilizacdo de micro-organismos
e a utilizacdo de residuos agroindustriais como substratos em processos fermentativos
na producdo de metabdlitos secundarios, destaca-se como uma alternativa inovadora por
apresentarem grande quantidade de matéria organica, reduzindo o custo de producéo
como também o descarte no ambiente. Além disto, este mercado mostra-se promissor
por atrair o interesse pelo estudo do metabolismo lipidico em varios micro-organismos
(MENG e YANG et al., 2009; CASTANHA, 2012).

O uso de leveduras como fonte de lipideos tem sido bastante estudado para
aplicacdo biotecnoldgica. Neles o acumulo, composicdo, qualidade e quantidade de
lipideos variam de espécie para espécie de acordo com sua constituicdo genética, fatores
como condi¢bes de cultura (temperatura, pH, tempo, etc) e composicdo do meio
(BEOPOULOS et al., 2011; JAVIER e ANTONIO, 2011).

Os lipideos produzidos por micro-organismos apresentam composicao e valor
energético similar aos dleos vegetais e animais, mas como produtores de lipideos os
micro-organismos ndo competem por recursos alimentares, especialmente se a fonte de
carbono for de baixo custo, como matérias-primas, subprodutos e excedentes das
industrias que apresenta grande rapidez de geracdo e sua producdo ndo é sujeita a
variacBes climéaticas e sazonais ciclico, requer menor &rea de producdo e melhor
controle da producdo e do produto (ROSSI et al., 2011; HARDER et al., 2014).

A levedura Candida glabrata, micro-organismo unicelular desprovido de
endotoxinas e passivel de melhoramento genético sendo apropriada para uso em
fermentagdes de grande-escala. Dentre os variados tipos de lipideos, estdo os acidos
graxos que possuem principalmente funcdo estrutural. Dentro da diversidade dos acidos
graxos, existem aqueles que o organismo tem capacidade de sintese, porém outros nao.
Esses &cidos graxos cuja biossintese € inadequada sdo denominados essenciais: acido a-
linolénico (®3) e y-acido linolénico (w6), sd0 considerados precursores dos &cidos
graxos poliinsaturados (PUFAs) de cadeia longa: acido araquidonico (AA), acido
eicosapentaendico (EPA) e acido docosahexaendico (DHA) (PAPANIKOLAOU et al.,
2008; SITEPU et al., 2013).

Os acidos graxos sintetizados por leveduras tem potencial de utilizacdo na
industria farmacéutica para fins técnicos ou suplementos nutricionais. Recentemente,

alguns estudos tem demonstrado em testes de laboratério que o uso tépico de acidos
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graxos essenciais apresentam grandes beneficios para a pele (DAUDT et al., 2013;
POLLI, 2014).

Neste sentido, este trabalho teve como objetivo produzir por processo
biotecnologico acidos graxos poliinsaturados - PUFAs (03 e w6) por Candida glabrata
(UCP 1002 e 1556), utilizando um meio de cultivo a base de substratos alternativos

composto por residuos agroindustriais (soro de leite e milhocina).

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Materiais
2.1.1. Micro-organismo

Micro-organismos: Candida glabrata (UCP 1556) isolada do solo do semi-
arido (Serra Talhada, Pernambuco) e a C. glabrata (UCP 1002) isolada de sedimentos
de manguezais (Rio Formoso, Pernambuco), foi gentilmente fornecida pela colecédo de
culturas do Ndcleo de Pesquisas em Ciéncias Ambientais e Biotecnologia (NPCIAMB)
da Universidade Catolica de Pernambuco (UNICAP), registrada no World Federation
Culture Collection-WFCC.

2.1.2. Substratos
Os substratos utilizados foram residuos agroindustriais: a milhocina, subproduto
do beneficiamento da industria do milho e soro de leite proveniente da industria de

laticinios de Sdo Bento do Una (Pernambuco).

2.1.3. Meio de manutencéo

O meio de manutencido da levedura foi o Yeast Mold Agar (YMA), com a
seguinte composicdo: extrato de levedura 3g; peptona 5g; extrato de malte 3g; glicose
10g; agar 15g; dgua destilada 1000 mL, pH 5,8 e incubado por 48h a 28°C.

2.1.4. Meio de producéo da biomassa seca

O meio controle utilizado foi o descrito por Natori et al., (1978), composto por:
extrato de levedura (1g/mL), peptona (1g/mL), glicose (2g/mL), CaCO3 (0,12g/mL) e
MgSO,; (0,03g/mL). O meio de producdo a base de residuos agroindustriais é
constituido por soro de leite (40%) como fonte de carbono (em substituicao a glicose) e

milhocina (20%) como fonte de nitrogénio (em substituicdo a peptona). O extrato de
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levedura e as concentraces dos minerais no meio de producdo permaneceram

constantes.

2.2. Métodos microbioldgicos
2.2.1. Preparacao do inoculo

O in6culo foi padronizado transferindo-se células das linhagens de C. glabrata
(UCP 1002 e 1556), para o Caldo Yeast Mold (CYM), mantido a temperatura de 28°C,

durante 24h e 150rpm até a obtencéo de 10’células\mL.

2.2.2. Determinacao do pH
Para a determinacdo do pH foi utilizado o potenciémetro Orion (modelo 310).

2.2.3. Producéo de biomassa por C. glabrata (UCP 1002 e 1556)

Os cultivos para producdo da biomassa foram realizados em frascos de
Erlenmeyer com 500 mL de capacidade contendo 250 mL do meio controle e do meio
de producdo a base de residuos agroindustriais (40% soro de leite e 20% milhocina),
inoculados com suspensdo de 107 células/mL. Os frascos foram mantidos sob agitagdo
orbital de 150rpm, incubados por 168 horas, a temperatura de 28°C. Aliquotas foram
coletadas a cada 4h, 12h e posteriormente a cada 24 horas totalizando 168 horas. As
amostras foram centrifugadas a 4.000g, seguida de filtragdo (membrana de nylon
silkscreen 120F) a fim de separar as células do liquido metabolico. A biomassa obtida
foi lavada com agua deionizada e liofilizada, sendo mantida em dessecador até peso

constante, estimada por gravimetria.

2.2.4. Determinacdo da velocidade maxima de crescimento (umax) e tempo de
geracao (Tg)

A velocidade maxima de crescimento (umax) e o tempo de geracdo (Tg) das
amostras de C. glabrata crescidas no meio controle e no meio a base de residuos
agroindustriais (40% de soro de leite e 20% de milhocina), foram descritas segundo as
formulas de Pirt (1982). Para calcular a velocidade de crescimento foi utilizada a
equacao:

pumax = (Ln X - Ln Xo)/(T - To)
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Onde: X = biomassa final; X, = Biomassa inicial; T = Tempo final; T, = Tempo inicial.
O tempo de geracédo (T¢) foi calculado pela formula:
Te=Ln2/pm

2.3. Métodos analiticos
2.3.1. Extracdo dos lipideos totais

Os lipideos foram extraidos de acordo com o método descrito por Manocha et
al., (1980) onde, a partir da biomassa liofilizada, os lipideos foram extraidos por sistema
de solventes polares e apolares. A biomassa liofilizada (1,0g) foi submetida a extragdes
sucessivas de lipideos por trés tempos com cloroférmio: metanol (2:1; 1:1; 1:2 v/v). O
material foi agitado por 15 minutos, posteriormente mantido & temperatura de 5°C. O
sobrenadante foi separado da biomassa por centrifugacdo a 5.000g, por 10 minutos e a
biomassa submetida a uma nova extracdo. Os sobrenadantes contendo os extratos foram
reunidos e evaporados até a secura no roto-evaporador. As respostas para producdo de
lipideos totais foram calculadas em termo de concentracdo pela formula:
(%) de lipideos totais = peso seco dos lipideos em gramas(g)/ peso da amostra (g) x 100.

2.3.2. Metilacdo dos acidos graxos

A extracdo dos acidos graxos foi baseada na metodologia de Durham e Kloos
(1978). Para extracdo, 10mg de biomassa seca foram colocadas em tubos de ensaio com
tampa de rosca, suspensos em 3mL da solucdo trifluoreto-metano-boro a 14% e 3mL de
hexano, incubados a 60°C “over-night”. Apds a incubagdo, 4mL de &gua destilada
foram adicionados e agitou-se em vortex durante 5 minutos. A mistura foi centrifugada
a 5.000g durante 10 minutos a 5°C. O hexano foi separado por centrifugacéo, removido
e evaporado com nitrogénio. Os ésteres metilicos de acidos graxos foram suspensos em

n-hexano.

2.3.3. Identificacé@o dos acidos graxos

A anélise dos acidos graxos foi realizada por cromatografia gasosa (CG) e a
identificacdo dos componentes por comparacdo entre 0s tempos de retencdo
correspondentes aos picos das amostras. Utilizou-se um cromatografo modelo Varian
com injetor automatico, equipado com detector de ionizacdo de chama, coluna capilar
de silica fundida HP-5 (5% de difenil e 95% de dimetilpolisiloxano), 30m x 0,25mm. A
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temperatura do forno da coluna possui a seguinte rampa de aquecimento: temperatura
inicial 150°C por 4 min™, aumentando numa razdo de 4°C min™ até se chegar a 250°C,
assim permanecendo por 20 minutos. As temperaturas do detector e do injetor foram de

280°C, tendo hélio (1cm®min™) como gas de arraste.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Crescimento e producéo de biomassa seca por C. glabrata (UCP 1002 e 1556)

Devido ao rapido crescimento e adaptacdo das leveduras em diversos meios de
cultivo e nos mais diferentes substratos, estes sdo apresentados como uma alternativa de
inovacéo biotecnoldgica. Pesquisas mostram que a utilizacdo de residuos agroindustriais
destacam-se no cultivo de micro-organismos como uma alternativa inovadora por
apresentarem grande quantidade de matéria orgénica, reduzindo no custo de producéo
como também no descarte no meio ambiente (PELIZER, 2007; CASTANHA, 2012).

O pH dos meios controle e dos meios de producdo a base de residuos
agroindustriais, apresentaram comportamentos similares durante as 168 horas de
cultivo. No inicio do cultivo o pH manteve-se acido com valores em torno de 4,0, e ao
final do cultivo o pH permaneceu em torno de 5,5 a 6 (Figura 1A, 1B, 1C e 1D). A
producdo de biomassa pelas linhagens de C. glabrata (UCP 1002 e 1556) apresentaram
comportamentos similares de producdo, ficando evidenciado que apds 72h de cultivo, as
leveduras atingiram a producdo méxima no final da fase exponencial, e em seguida
entraram na fase estacionaria (Figura 1A, 1B, 1C e 1D). A C. glabrata (UCP 1002 e
1556) em meios de producdo a base de residuos agroindustriais apresentou rendimento
de biomassa maior quando comparado com o meio controle, com valores de 6,8 e 8,8

g/L™, respectivamente (Figura 1B e 1D).
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Figura 1- Determinacdo do pH e da producdo de biomassa das linhagens de C.
glabrata UCP 1002 (A) e UCP 1556 (C) nos meios controle e C. glabrata UCP 1002
(B) e UCP 1556 (D) nos meios de producéo a base de residuos agroindustriais.
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Harder et al., (2014), utilizou a Yarrowia lipolytica para producéo de lipideos em
meio contendo residuos agroindustriais (vinhaca e melago) e urbanos (esgoto), obtendo
um rendimento da producdo de biomassa, com e sem agitacdo, com valores de 3,55 e
3,49 g/L™, respectivamente.

Em estudos realizados por Faria (2008), com a levedura Rhodotorula rubra
usando o meio a base de melago suplementados com zinco, magnésio e manganés, ficou
evidenciado que o meio suplementado com sulfato de magnésio resultou em uma maior
producéo de biomassa (8,69 g/L™), enquanto um menor valor foi observado para 0 meio
com sulfato de zinco (7,39 g/L™).

Cazetta e Celligoi (2006), utilizaram Candida lipolytica, Rhodotorula
mucilaginosa e Saccharomyces cerevisiae para produzir biomassa utilizando meio a
base de melaco (50%) e vinhaca (50%), obtendo valores de 6,9; 2,63 e 7,49 g/L™,
respectivamente.

Os parametros cinéticos demonstraram um comportamento de producédo, onde a
velocidade de crescimento maxima e o tempo de geracdo da C. glabrata (1002 e 1556),

no meio controle e no meio de producdo a base de residuos agroindustriais estdo
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relatados na tabela 1, evidenciando que a umax e o Tg foram melhores no meio a base

de residuos agroindustriais.

Tabela 1 - Cinética de crescimento de C. glabrata (UCP 1002 e 1556) em meio

controle e em meio a base de residuos agroindustriais.

Cinética de Crescimento (UCP 1002) (UCP 1556)
Meio Meio Meio Meio
Controle Producédo Controle Producdo
Velocidade maxima de 0,078 0,056 0,086 0,045
crescimento (umax) (h™)
Tempo de geracdo (Tg) (h) 7,7 6,2 7,70 5,2

3.2. Quantificacao de lipideos totais

A formacdo de lipideos depende da fisiologia dos micro-organismos, comecando
sua producdo de lipideos durante a fase exponencial tardia e continua durante a fase
estacionaria (RASCHKE e KNORR, 2009). Sob condi¢fes limitantes e na presenca de
uma fonte de carbono em excesso 0s micro-organismos iniciam o armazenamento de
lipideos. Assim a composicdo de carbono/nitrogénio no meio de cultivo € um requisito
basico para o acimulo de lipideos (BEOPOULOS et al., 2009). Micro-organismos que
podem acumular lipideos em mais do que 20% de sua biomassa sao definidos como
oleaginosos (RATLEDGE e WYNN, 2002).

Durante as 168 horas de cultivo ficou evidente que a maior producdo de
biomassa foi obtida com 72h (Figura 1A, 1B, 1C e 1D), sendo neste intervalo de tempo
determinado os lipideos totais. C. glabrata (UCP 1002 e 1556) foi capaz de produzir no
meio de producdo valores de lipideos totais de 16,20 e 21,50%, respectivamente,
(Tabela 2) ficando evidente que a C. glabrata (UCP 1556) é uma espécie oleaginosa. A
utilizacdo de um substrato de baixo valor comercial esta diretamente relacionado com o

baixo custo de producdo na obtencdo do 6leo microbiano.



LIMA, R.A. - Producdo de biossurfactante, coenzima CoQ e lipideos poliinsaturados ... 139

Tabela 2 - Resultados do rendimento de biomassa e producdo de lipideos totais pela C.
glabrata (UCP 1002 e 1556) em meio controle e no meio de producédo a base de
residuos agroindustriais por 72h.

Micro-organismo Biomassa (g/L™Y)  Lipideos totais (%6)
C. glabrata UCP 1002 * 4,5 8,84
C. glabrata UCP 1002** 6,8 16,20
C. glabrata UCP 1556* 4.8 15,80
C. glabrata UCP 1556** 8,8 21,50

*meio controle
**meio de producao

Delabio et al., (2013), realizou um processo biotecnolégico com algumas
leveduras, entre elas a Yarrowia lipolytica, em meio composto por esgoto, vinhaca,
caldo de bambu e extrato de levedura, com e sem agitacdo. Por meio dos resultados
obtidos, percebe-se que os dois meios apresentaram valores relativamente iguais quanto
a producdo de biomassa com agitacdo 3,5g/L™ e sem agitacdo 3,4g/L™". Os lipideos
totais produzidos apresentaram valores muito diferentes, sendo gerado 5,2% de lipideos
no meio sem agitacdo e em maior quantidade no meio com agitacdo, 16,22%. Os
resultados demonstram a importancia da agitacdo no processo de producéo dos lipideos,
influenciando diretamente na sua quantificacao.

Cazetta e Celligoi (2006), utilizaram as leveduras Candida lipolytica,
Rhodotorula mucilaginosa e Saccharomyces cerevisiae para produzir lipideos totais
utilizando meio a base de melaco (50%) e vinhaca (50%), obtendo valores de 16,80;
19,50 e 26,90%, respectivamente.

Y. lipolytica S6 cultivada em um biorreator utilizando o glicerol bruto como
como fonte de carbono, produziu 12,3g/L™ de biomassa e 11% de lipideos totais
(JUSZCZYK et al., 2013). Embora a producdo de biomassa por Y. lipolytica S6 foi mais
elevada do que a obtida neste trabalho, por outro lado com relagdo a producdo de
lipideos a Y. lipolytica S6 apresentou rendimentos inferiores aos obtidos pela C.
glabrata (UCP 1002 e 1556).
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3.3. Identificacé@o dos acidos graxos
Os acidos graxos foram identificados e analisados na condig&o selecionada para
melhor producdo de biomassa e lipideos totais (72h), apenas nos meios de producao a

base de residuos agroindustriais (tabela 3).

Tabela 3 - Composicédo dos acidos graxos de C. glabrata (UCP 1002 e 1556) no meio

de producéo a base de residuos agroindustriais.

Acidos graxos UCP 1002 UCP 1556

Conc. (%) Conc. (%)
Acido palmitico (C16:0) - 0,42
Acido palmitoléico (16:1) 0,81 1,02
Acido estearico (C18:0) 1,16 3,94
Acido oléico (C18:1) 2,52 5,01
Acido linoléico (18:2) 2,24 6,05
v-&cido linolénico (C18:3 - ®6) 3,22 7,95
a-acido lin6lenico (C18:3 - ®3) 90,05 75,61

A C. glabrata (UCP 1002 e 1556), mostrou habilidade em produzir &cidos
graxos poliinsaturados (PUFAS), y-acido linolénico (w6) com uma producdo de 3,22 e
7,95%, respectivamente, e com destaque para a producdo de a-acido linblenico (»3),
com 75,61 e 90,05%, respectivamente (Tabela 3).

Pirozzi et al., (2013), realizou um processo biotecnolégico com a levedura
Lipomyces starkeyi em um meio de residuos agroindustriais a base de soro de leite para
producdo de biomassa e acidos graxos, obtendo 9,5g/L™ de biomassa por 120h e na
caracterizagdo dos acidos graxos obteve &cido palmitico 24,2%, &cido esteérico 14,6%,
acido oléico 48,5% e &cido linoléico 5,5%.

Duarte et al., (2014), utilizando Candida sp. (LEBM3) isolada do Pantanal,
obteve um predominio do acido oléico no cultivo em glicerol puro e do &cido linoléico
para o cultivo em glicerol bruto. Ensaios com baixa agitagcéo e aeracdo favoreceram a
formacéo de cidos graxos.

Souza et al., (2014), realizou um estudo para a producdo de acidos graxos
microbianos com quarenta leveduras de diferentes fontes, foram testadas em meio para

crescimento com glicerol bruto e comercial. A Y. lipolytica utilizando o glicerol bruto
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como uma fonte de carbono, foi selecionada pela sua capacidade em manter a
viabilidade das células em concentracdes de 30% de glicerol bruto. Esta levedura obteve
um perfil de acidos graxos com predominéncia de acido esteérico e palmitico, 22,3 e
30,3%, respectivamente.

Sitepu et al., (2013) observou um aumento de acidos graxos, com a privacao de
nitrogénio e maior tempo de incubacgdo, indicando que cada linhagem de levedura

poderia exibir um comportamento particular sobre a composi¢éo dos acidos graxos.

4. CONCLUSOES

Candida glabrata (UCP 1002 e 1556) demonstrou ser um micro-organismo
capaz de assimilar e metabolizar os nutrientes dos residuos agroindustriais, milhocina e
0 soro de leite como fonte de carbono e nitrogénio, e produzir biotecnologicamente
biomassa e lipideos. Esta producéo foi evidenciada com os melhores resultados obtidos
no meio de producdo em comparacdo com o meio sintético. Destacando que a linhagem
de C. glabrata (UCP 1556) obteve valores para lipideos acima de 20%, sendo
considerada uma espécie oleaginosa.

A producdo de acidos graxos poliinsaturados (PUFAS) pela C. glabrata (UCP
1002 e 1556) foi promissora para a obtencdo de: a-acido linblenico (w3) e y-&cido
linolénico (w6), destacando que a producdo do a-acido linblenico (®w3) nas duas
linhagens atingiram valores acima de 75%.
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5. CONCLUSOES GERAIS

e Candida glabrata (UCP 1556) apresentou potencial biotecnolégico para
produzir biomoléculas como biossurfactante, coenzima Qo e ®3 ¢ @6 em meio
otimizado a base residuos agroindustriais (milhocina e soro de leite) como fontes
de carbono e nitrogénio, proporcionando uma producdo de baixo custo

econémico e reducdo dos impactos ambientais;

e O biossurfactante aniénico produzido por C. glabrata (UCP 1556) possui
composicdo lipoproteica, baixa CMC, é eficiente na formacdo de emulsGes

estaveis e possui capacidade de reduzir a viscosidade de substratos hidrofébicos;

e A coenzima Qo produzida pela Candida glabrata (UCP 1556) possui elevado

poder antioxidante e baixa atividade citotdxica;

e A Candida glabrata (UCP 1556) demosntrou ser uma levedura oleaginosa pelo

comprovado teor de lipideos em sua composicao;

e C. glabrata (UCP 1002 e 1556) apresentou promissora producdo de &cidos
graxos poliinsaturados (PUFAS), os a-acido linblenico (w3) e y-acido linolénico
(w6), destacando que a producdo do a-acido lindlenico (®3) nas duas linhagens

atingiram valores acima de 75%;

e C. glabrata (1002 e 1556) demonstrou ser um micro-organismo capaz de
assimilar e metabolizar os nutrientes dos residuos agroindustriais promovendo a

producéo biotecnoldgica de insumos de elevado valor industrial.
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