Quim. Nova, Vol. 31, No. 8, 2091-2099, 2008

PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTE POR LEVEDURA

Gizele Cardoso Fontes, Priscilla Filomena Fonseca Amaral e Maria Alice Zarur Coelho*
Departamento de Engenharia Bioquimica, Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio de janeiro, CT, Bl. E, 21949-900 Rio

de Janeiro, RJ, Brasil

Recebido em 18/8/07; aceito em 24/4/08; publicado na web em 16/10/08

isdo

Rev

BIOSURFACTANTS PRODUCTION BY YEASTS. Biosurfactants are molecules extracellularly produced by bacteria, yeast and
fungi that have significant interfacial activity properties. This review focuses on relevant parameters that influence biosurfactant

production by yeasts. Many works have investigated the optimization of yeast biosurfactant production, mainly within the last decade,

revealing that the potential of such microorganisms is not well explored in the industrial field. The main points to increase the process

viability lays on the reduction of the production costs and enhancement of biosynthesis efficiency through optimization the culture

conditions (carbon and nitrogen source, pH, aeration, speed agitation) and the selection of inexpensive medium components.
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INTRODUCAO

Viérios microorganismos possuem capacidade de produzir
moléculas com atividade interfacial.! Nas ultimas décadas tem-se
aumentado o interesse em identificar e isolar novos microorganismos
produtores de moléculas tenso-ativas que apresentem boas caracteris-
ticas surfactantes, como baixa concentra¢do micelar critica (CMC),
baixa toxicidade, alta atividade de emulsificac@o, dentre outras.?

A maioria dos biossurfactantes microbianos relatados na literatura
¢é de origem bacteriana. As bactérias produtoras mais reportadas sao
dos géneros: Pseudomonas sp., Acinetobacter sp., Bacillus sp. e
Arthrobacter sp..* Entretanto, a grande maioria dos biossurfactantes
de origem bacteriana ndo € adequada para utilizacdo na inddstria
alimenticia, devido a sua possivel natureza patogénica.*

As leveduras também tém sido estudadas para a producio de
emulsificadores. Entre as leveduras, espécies de Candida e Yarrowia
tém sido largamente estudadas e empregadas com sucesso na produ-
¢do de biossurfactanes. A Tabela 1 apresenta as espécies de levedura
mais estudadas e os respectivos biossurfactantes produzidos.

Uma grande vantagem do uso de leveduras reside no status GRAS
(generally regarded as safe) que muitas delas apresentam, como Yar-
rowia lipolytica, Saccharomyces cerevisiae e Kluyveromyces lactis.
Organismos com status GRAS ndo apresentam riscos de toxicidade
e patogenicidade, o que permite sua utilizacdo para aplicagdes nas
industrias de alimentos e farmacéutica.’

Alguns microorganismos podem produzir biossurfactantes quan-
do crescem em diferentes substratos, variando desde carboidratos
até hidrocarbonetos. O uso de diferentes fontes de carbono altera a
estrutura dos biossurfactantes produzidos e, conseqiientemente, suas
propriedades emulsificantes. Estas mudangas podem ser benéficas
quando se desejam propriedades especificas para uma aplica¢do
direcionada.’® Diversos sdo os estudos realizados por vdrios auto-
res'8?"2 na producdo de biossurfactantes, envolvendo propriedades
fisico-quimicas.

A maioria dos biossurfactantes € geralmente produzida quando
as culturas alcangam a fase estaciondria de crescimento.”’ Porém
algumas espécies podem apresentar pequena produ¢do durante a
fase exponencial de crescimento. Exemplos de perfis de producéo de
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bioemulsificante pelas leveduras C. lipolytica 1A 1055 * e Y. lipolyitica
IMUFRIJ 50682,'8 sdo apresentados na Figura 1. Apesar da produgao
de bioemulsificante por Y. lipolytica IMUFRJ 50682 ocorrer durante
afase exponencial de crescimento, a atividade de emulsifica¢do mais
significativa ocorreu durante a fase estaciondria.

Dada a relevancia industrial das leveduras, este trabalho tem por
objetivo revisar a influéncia de diferentes parametros na produgdo
de biossurfactantes por este grupo microbiano, demonstrando o seu
potencial ainda ndo totalmente explorado. Restricdes relacionadas
aos custos de produgdo também sdo consideradas.
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Figura 1. Perfil da produgdo de bioemulsificante pelas leveduras C. lipolytica
IA 1055 (A) e Y. lipolyitica IMUFRJ 50682 (B)
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Tabela 1. Principais espécies de levedura produtoras de biossur-

factantes
Tipo de biossurfactante Microorganismo produtor Ref.
Manoproteina Kluyveromyces marxianus 6
Saccharomyces cerevisiae
Soforolipideos Wickerhamiella domercqiae 8
Candida bombicola
Torulopis petrophilum 10
Candida bogorienses 11
Eﬁg:zlslemm()l - Candida antarctica 12
Candida sp. SY16 13
Kurtzmanomyces sp. I-11 14
Pseudozyma fusifornata, 15

P. parantarctica,
P. tsukubabaensis
P. rugulosa 16
P. aphidis 17
Complexo carboidrato —  Yarrowia lipolytica IMUFRJ
proteina - lipideo 50682

Yarrowia lipolytica NCIM 3589 19
Debaryomyces polymorphus 20

18

Candida tropicalis 20
Candida lipolytica IA 1055 21

Complexo carboidrato - vis livolytica ATCC 8662 22

proteina
Acido graxo Candida ingens 23
ND* Candida utilis 4
Candida valida 4
Candida boleticola 24
Poliéis — lipideos Rhodotorula glutinis, 25

Rhodotorula graminis

IND nio determinado

Tabela 2. Diferentes formas de producio de biossurfactante **

Produc@o de biossurfactante associado ao crescimento celular

Inducdo da produgao por substratos lipofilicos

Aumento da produ¢do por otimizacio da composi¢do do meio
Aumento da produ¢do por otimizacao das condi¢des de pH, aera-
¢do, velocidade de agitacdo, etc

Aumento da producdo por adi¢do de reagentes, o que causa uma

mudanga na permeabilidade da parede celular, como penicilina e
EDTA

Produc@o de biossurfactante por crescimento celular em condi¢des
limitantes

de nitrogénio
de cdtions multivalentes
por mudangas no ambiente do meio, como pH e temperatura

Produg@o de biossurfactante por resting cell

Produg@o por células livres
Producdo por células imobilizadas

Produgéo por células imobilizadas com remogao simultanea do
produto

Producio de biossurfactantes por crescimento associado e resting
cells com adicdo de precursores
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FATORES QUE AFETAM A PRODUCAO DE
BIOSSURFACTANTE

A composig¢ao e as caracteristicas dos biossurfactantes produzidos
por microorganismos sdo influenciadas pela natureza das fontes de
carbono e nitrogénio utilizadas, assim como pela presenca de fosforo,
ferro, manganés e magnésio no meio de produgdo. Além disso, outros
fatores, como pH, temperatura, agitacdo e forma de condugdo do
processo sdo extremamente importantes na quantidade e na qualidade
do biossurfactante produzido.’! Para obtengéo de grande quantidade
de biossurfactante € de fundamental importancia o estudo dos reque-
rimentos nutricionais e das condi¢des do processo.

A produgdo de biossurfactante pode ser espontdnea ou indu-
zida pela presenga de compostos lipofilicos, por variagdes de pH,
temperatura, aeragdo e velocidade de agitacdo, ou ainda, quando o
crescimento celular € mantido sob condicdes de estresse, como baixas
concentragdes da fonte de nitrogénio.! A Tabela 2 apresenta diferentes
possibilidades de produgao de biossurfactantes.

A producdo de biosurfactantes por resting cells € uma forma de
produgdo em que ndo hd multiplicacdo celular. Contudo, as células
continuam a utilizar a fonte de carbono para produco do biossurfac-
tante.! Na literatura hd alguns exemplos de produgao de biossurfactan-
tes por resting cells de leveduras, como a produgio de manosileritritol
por Candida antarctica' e produgao de soforolipideos por Torulopsis
bombicola®** e Candida apicola,* dentre outros.

A fonte de carbono

A influéncia da fonte de carbono na produgdo de biossurfactante
por diferentes cepas de microorganismos tem sido bastante estudada.
A literatura aponta uma ampla diversidade entre as fontes de carbono.
Pareilleux™® isolou compostos tenso-ativos a partir da levedura Can-
dida lipolytica em meio contendo n-alcanos como fonte de carbono,
mas quando foi cultivada em meio contendo glicose a levedura ndo
produziu nenhum bioemulsificante. Em um estudo similar, Zinjarde
e Pant!® mostraram que a biossintese de surfactante por Y. lipolytica
NCIM 3589 utilizando como fonte de carbono substratos soldveis
(glicose, glicerol, acetato de sddio e dlcool) ndo € viabilizada. Entre-
tanto, em meio contendo 6leo cru e alcanos (C - C ) detectou-se a
produc¢do de bioemulsificante. Observagdes similares foram obtidas
por Kim e Rehm.*

Cirigliano e Carmam? mostraram que a levedura Y. lipolytica
produz biossurfactantes a partir de diferentes fontes de carbono,
tais como hexadecano, parafina, 6leo de soja, 6leo de oliva, 6leo de
milho e éleo de algoddo, sendo que com hexadecano houve maior
produgdo de biossurfactante.

Em 2001, Sarubbo et al.*® produziram biossurfactante utilizando
glicose como fonte de carbono a partir da levedura C. lipolytica IA
1055, o qual apresentou uma alta atividade de emulsificag@o. Estes
autores mostraram que ndo € necessdria a presenca de hidrocarbonetos
para indu¢@o da biossintese de surfactantes.

Amaral et al.' utilizaram também como fonte de carbono a gli-
cose para a sintese do biossurfactante denominado Yansan, a partir
de Y. lipolytica IMUFRJ 50682. Yansan apresentou alta atividade de
emulsificagdo e capacidade de estabilizagdo de emulsdes dleo/agua.
Adicionalmente, meios de cultura contendo lactose como substrato
foram utilizados para a produgdo de manoproteinas, com propriedades
emulsificantes, pela levedura K. marxianus.®

Apesar da produ¢do de biossurfactantes ocorrer na presenga de
fontes de carbonos soliveis em dgua, como os aguicares, varios estudos
mostram que as maiores produgdes de biossurfactantes sdo obtidas
quando substratos hidrofébicos sdo adicionados.’” Muitos trabalhos
descrevem a importancia da combinacdo entre um substrato insoltivel
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em dgua e um carboidrato, como constituintes do meio de cultura.

Os substratos hidrofilicos sdo utilizados primeiramente pelo mi-
croorganismo para o metabolismo celular e para a sintese da por¢ao
polar da molécula de biossurfactante, enquanto que os substratos
hidrofébicos sdo utilizados exclusivamente para a producdo da
porgao hidrocarbonica do biossurfactante. As espécies de Candida
sdo capazes de incorporar diretamente dcido graxo para a producio
de biossurfactante.*®

As vias metabdlicas envolvidas na sintese de precursores para
produgdo de biossurfactante sio diversas e dependem da natureza da
principal fonte de carbono utilizada no meio de cultivo. Por exem-
plo, quando se utiliza carboidratos como unica fonte de carbono no
meio de cultivo para a produgdo de glicolipideo, o fluxo de carbono
é regulado de tal forma que ambas as vias lipogénicas (formagdo de
lipideos) e de formagao da porcdo hidrofilica (através da via glico-
litica) sdo especialmente supridas pelo metabolismo microbiano,
como mostra a Figura 2.
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Figura 2. Metabolismo intermedidrio relacionado a sintese de precursores
de biossurfactante a partir da utiliza¢do de carboidratos como substratos.
Enzimas chaves para o controle do fluxo de carbono: A. fosfofrutoquinase;
B. Piruvato quinase; C. isocitrato desidrogenase; D. citrato liase (presentes
apenas em leveduras oleaginosas e fungos). E: piruvato desidrogenase; F:
piruvato carboxilase.’

O substrato hidrofilico utilizado, como por exemplo a glicose,
glicerol ou outros, ¢ degradado até formar intermedidrios da via gli-
colitica, como a glicose 6-fosfato que é um dos principais precursores
dos carboidratos presentes na porcdo hidrofilica do biossurfactante
(Figura 2). Para a produc@o de lipideos a glicose € oxidada a piruvato
por meio da glicdlise, sendo o piruvato entdo convertido a acetil-CoA,
que unida ao oxaloacetato produz malonil-CoA e, em seguida, dcido
graxo, um dos precursores para a sintese de lipideos.>*

Por outro lado, quando um hidrocarboneto € utilizado como fonte
de carbono o metabolismo microbiano se dirige principalmente a via
lipolitica e a gliconeogénese (formacdo de glicose a partir de precur-
sores diferentes das hexoses) podendo, desta forma, ser utilizado para
produzir dcidos graxos ou sacarideos. Para a produ¢do dos sacarideos
a via da gliconeogénese ¢ ativada. Consiste na oxidagdo dos dcidos
graxos via B-oxidagdo a acetil-CoA (ou propionil-CoA, no caso de
dcidos graxos de cadeia impar). A partir da formacao do acetil-CoA,
as reacdes envolvidas na sintese dos precursores do polissacarideo,
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tal como glicose 6-fosfato, sdo essencialmente o inverso daquelas en-
volvidas na glicdlise. Entretanto, as reagdes catalisadas pela piruvato
quinase e fosfofrutoquinase-1 sdo irreversiveis; desta forma, outras
enzimas, as quais sdo exclusivas para gliconeogénese, sao requeridas
para contornar tais reagdes. As principais reagdes sao apresentadas
na Figura 3, até a formagdo da glicose 6-fosfato que € a principal
precursora dos polissacarideos, dissacarideos a serem formados para
produgdo da porcao hidrofilica dos glicolipideos.
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Figura 3. Metabolismo intermedidrio relacionado a sintese de precursores de
biossurfactante a partir da utilizagdo de hidrocarbonetos como substratos. As
enzimas chaves sdo: A. isocitrato liase; B. malato sintase; C. fosfoenolpiruvato
carboxilase; D. frutose — 1,6 bifosfatase.’

De acordo com Sydatk e Wagner,* a biossintese do emulsificante
pode acontecer seguindo quatro caminhos diferentes: sintese do carboi-
drato e do lipideo; sintese da metade de carboidrato, enquanto que a sin-
tese da metade lipidica dependerd do comprimento da cadeia do substrato
carbOnico presente no meio; sintese da metade lipidica, enquanto que a
sintese da metade de carboidrato dependera do substrato utilizado; sintese
das metades carboidrato e lipidica, dependendo do substrato.

Portanto, um fator que altera a biossintese do surfactante é o
comprimento da cadeia do n-alcano utilizado como fonte de carbono.
Kitamoto er al.** estudaram a produg@o de lipideos de manosileritritol
(Mel) pela levedura Candida antarctica frente a diferentes n-alcanos.
Observou-se que essa espécie ndo cresce e nem produz biossurfactante
em meio contendo n-alcanos de C, a C, .. Entretanto, quando cultivada
em meio contendo n-alcanos de C , a C , houve produgio, sendo que
o octadecano foi o substrato que promoveu maior rendimento. Ji em
meio contendo n-alcanos com nimeros de carbono maiores que 19
a produg¢do foi minima.

A producdo de manosileritritol lipideo por C. antarctica, utilizan-
do a metodologia resting cell, também foi significativamente afetada
pelo comprimento da cadeia carbdnica do substrato utilizado, sendo
que o maior rendimento foi obtido utilizando pentadecano como
fonte de carbono."

Cavalero e Cooper* também mostraram que o rendimento da
producdo de biossurfactante aumenta com o aumento do comprimento
da cadeia do n—alcano utilizado (C,, para C,,). Entretanto, Zinjarde
e Pant" demonstraram que a produgdo de biossurfactante por Y.
lipolytica foi similar quando se alterou o comprimento da cadeia do
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n—alcano utilizado como substrato.

Candida glabrata foi avaliada para a produgio de biossurfactantes
a partir de dleo de algoddo e glicose. Utilizou-se um planejamento
fatorial, do qual se concluiu, com um nivel de 95% de confianca, que
apenas a concentragdo de glicose produziu um efeito positivo sobre
o aumento do indice de emulsificagdo.*

Casas e Ochoa’ estudaram a composi¢do do meio de producdo
de soforolipideos por Candida bombicola. As fontes de carbono
que promoveram maior producio de biossurfactante foram glicose
(100 g/L) juntamente com 6leo de girassol (100 g/L), obtendo-se
uma concentracdo de 120 g/L. de biossurfactante apds 144 h de
fermentag@o.

Farias e Sarubbo® otimizaram as condi¢des de produgido do
biossurfactante por C. lipolytica em meio contendo 6leo de canola
(100 g/L) e glicose (100 g/L). O biossurfactante produzido foi capaz
de reduzir a tensdo superficial de 71 mN/m para valores em torno
de 30 mN/m.

Virios 6leos vegetais (milho, soja, acafrdo e girassol) foram
utilizados como substrato para a producdo de biossurfactante por
Torulopsis bombicola. O rendimento do biossurfactante foi pratica-
mente igual em todos os 6leos.'”

Fontes de carbono de origens renovdveis

A utilizacao industrial dos biossurfactantes tem sido dificultada
devido aos altos custos de producdo associados ao uso de substratos
dispendiosos. Por outro lado, estes custos podem ser significativa-
mente reduzidos pelo uso de fontes alternativas de nutrientes, com
baixo custo, bem como através da obtencao de altos rendimentos
em produtos.** Uma possivel soluc@o seria o reaproveitamento de
subprodutos industriais como, por exemplo, aqueles provenientes
da agroindustria.

Essa estratégia diminui os custos da producéo do biossurfactante
e, conseqiientemente, reduz a poluicdo causada por esses rejeitos
quando lan¢ados no meio ambiente.” A maioria das inddstrias ali-
menticias utiliza gorduras e dleos, gerando grandes quantidades de
residuos graxos. Com o actimulo desses residuos, tem aumentado o
interesse na utilizacio desses materiais como fonte de nutrientes para
transformac@o microbiana.*

Thanomsub ez al.*” utilizaram como fonte de carbono o dleo de
soja queimado, proveniente da fritura, para produc¢do de um biossur-
factante glicolipidico a partir de Candida ishwadae. Este surfactante
exibiu alta atividade de emulsificagdo.

Bednarski et al.,*® com o objetivo de avaliar a utilizagdo de
rejeitos gordurosos, empregaram o soapstock (residuo da fabrica de
sabdo) como fonte de carbono para inducgdo da biossintese de gli-
colipideos por leveduras (C. antarctica ATTCC 20509 e C. apicola
ATCC 96134). Os autores mostraram que a eficiéncia na sintese de
glicolipideos por leveduras utilizando soapstock foi 7,5 a 8,3 vezes
melhor que em meio néo suplementado com soapstock.

O residuo da refinaria de 6leo vegetal de soja e a milhocina
(residuo industrial do processamento de milho) foram utilizados
como substratos de baixo custo para a producdo de biossurfactante
por Candida sphaerica. Os resultados obtidos demonstraram que o
melhor rendimento em biossurfactante foi obtido em meio de cultivo
contendo 5% de residuo de 6leo vegetal e 2,5% de milhocina.*’

Similarmente, Almeida et al.*® utilizaram como substrato o
residuo de dleo e a milhocina, e por meio de planejamento fatorial
demonstraram que a milhocina apresenta um resultado positivo,
enquanto que o residuo de dleo apresenta um efeito negativo.

A manipueira, 4gua gerada na prensagem da mandioca, com alto
teor de toxicidade para o meio ambiente, foi utilizada como fonte de
carbono para a producio de biossurfactante por C. lipolytica. Neste
estudo foi realizado um planejamento fatorial completo para avaliar
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estatisticamente os principais efeitos entre as varidveis: concentragao
de manipueira, de sulfato de amonio e de uréia. De acordo com os
resultados, a reducdo da tensdo superficial foi significativa em maior
concentracio de manipueira (10%) e menor concentragio de sulfato
de amonio e uréia.’!

C. glabrata foi cultivada em residuo da indstria de fabricacdo de
margarina (gordura vegetal) para a produg@o de biossurfactante. J4 nas
primeiras 24 h de cultivo, houve uma redugio da tensao superficial
do meio de 71 para 27 mN/m, permanecendo constante até o final
das 144 h de fermentagdo.>

A produgido de soforolipideos por C. bombicola foi estimulada
pela adicao de gordura animal, um residuo das industrias de proces-
samento de carne, obtendo-se uma alta produgdo do biossurfactante
(120 g/L) em 68 h de fermentagdo.>

Uma fonte de carbono de origem renovavel, importante atual-
mente, € o glicerol. O crescimento da produgdo mundial de biodiesel
estd gerando um excedente de glicerol, subproduto da fabricagdo do
biocombustivel. Os precos estdo diminuindo, e tendem a diminuir
mais, porque os mercados tradicionais do glicerol tém uma capaci-
dade limitada de absorcdo de quantidades maiores do produto. O
processo produtivo gera em média, para cada 10 kg de biodiesel, 1
kg de glicerol.**

Morita et al.> utilizaram glicerol para producéo de glicolipideos
pela levedura Pseudozyma antarctica, obtendo um rendimento de
16,3 g/L do biossurfactante apds 7 dias de cultivo. A biossintese de
soforolipideo por C. bombicola foi também realizada utilizando-se
subproduto da produgao do biodiesel, composto por 40% de glicerol,
34% de compostos soldveis em hexadecano (92% de dcido graxo e
6% de monoalcilglicerol/triacilglicerol) e 26% de dgua. O rendimento
da produgao de soforolipideo foi de 60 g/L.>

O melago de soja, um subproduto da produgado de dleo de soja,
e o dcido oléico foram utilizados como fonte de carbono para a
produgdo de soforolipideos pela levedura C. bombicola. Os autores
reportaram um rendimento de 21 g/L apds 7 dias de fermentagdo, um
valor baixo quando comparado com a utilizagdo de glicose e dcido
oléico (79 g/L).”’

O ¢leo de pequi (Caryocar coriaceum camb.) extraido da semente
de pequi foi utilizado como fonte de carbono para producio de bios-
surfactante por C. lipolytica. Um planejamento fatorial completo foi
realizado, com 7 condig¢des diferentes, visando a otimizacao do meio
de produgdo, com diferentes combinacdes entre o 6leo de pequi e a
glicose. Ap6s 48 h de cultivo, a menor tensdo superficial do meio de
producdo foi de 31,96 mN/m, observando-se uma redugdo de 60%
quando comparada a tensdo superficial da dgua.*®

Fonte de nitrogénio

No meio de produgio de biossurfactantes o nitrogénio € essen-
cial para o crescimento celular, sendo de grande importancia para a
sintese de protefnas e enzimas. Diferentes compostos nitrogenados
tém sido empregados na producdo de biossurfactantes, tais como licor
de milho, milhocina,*® uréia,”' peptona,'* extrato de levedura,®* %%
sulfato de amdnio, nitrato de aménio,* nitrato de sédio,* dentre
outros como extrato de carne, farelo de soja e extrato de malte.*
O extrato de levedura € a fonte de nitrogénio mais utilizada para a
produgdo de biossurfactantes, mas sua concentracdo varia de acordo
com 0 microorganismo e o meio de produg¢ao.

Coopper e Paddock!® estudaram o efeito da fonte de nitrogénio,
tais como nitrato de sédio, cloreto de amodnio, nitrato de amonio,
(NH,),CO e extrato de levedura, na produgio de biossurfactante por
T. bombicola em frascos agitados. Observaram que o nitrato ndo é
uma boa fonte de nitrogénio, pois apresentou reduciio na producio
da biomassa. J4 com o extrato de levedura, na concentracdo de 5 g/L,
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houve melhor producio de biossurfactante. Quando se substituiu o
extrato de levedura por peptona, a concentragdo obtida de biossur-
factante foi reduzida a metade e quando esta foi substituida por uréia
a produc¢do de biossurfactante foi muito baixa.

A produgdo de bioemulsificante por Y. lipolytica foi avaliada
frente a diferentes fontes de nitrogénio: sulfato de amonio, cloreto
de amonio, nitrato de amonio, uréia e nitrato de sédio. Os resultados
mostraram que sulfato de amonio e cloreto de amonio foram as fon-
tes de nitrogénio que propiciaram maior atividade de emulsificagdo,
enquanto que esta atividade foi reduzida a metade quando se utilizou
nitrato de amonio e uréia. Nao foi detectada atividade de emulsificacio
quando o nitrato de sédio foi utilizado."

Casas e Ochoa,’ para otimizar o meio de producao, testaram dife-
rentes concentracdes de extrato de levedura (1 a 20 g/L) e observaram
que em baixas concentrac¢des de extrato de levedura (1 g/L) a producéo
de soforolipideos produzidos por Candida bombicola é favorecida.
Segundo os autores, em altas concentragdes de extrato de levedura,
aproducdo de biossurfactante diminui, devido a exaustao da fonte de
carbono, causada pelo grande crescimento da biomassa.

Johnson®' relatou a influéncia da fonte de nitrogénio na produgio
de biossurfactante pela levedura Rhodotorula glutinis 1IP-30, tendo
o nitrato de potdssio apresentado o melhor desempenho em relacio
as outras fontes utilizadas (sulfato de amonio e uréia).

Como mostra a literatura, varios pesquisadores optam por utilizar
mais de um tipo de fonte de nitrogénio, obtendo boas concentracdes
de biossurfactante. Vance-Harrop ef al.% utilizaram como fonte de
nitrogénio sulfato de amoénio (0,1%) juntamente com uréia (0,1%)
para a produgdo de biossurfactante por C. lipolytica, detectando alta
atividade de emulsificacdo.

Lukondeh et al.® realizaram fermentagdes para a produgdo
do bioemulsificante produzido por Kluyveromyces marxianus FII
510700, utilizando como fonte de nitrogénio extrato de levedura
(2 g/L) e sulfato de amdnio (5 g/L). O bioemulsificante resultante
apresentou alta atividade de emulsificagio (76% de fase emulsionada
apods 90 dias a 4 °C).

Com o objetivo de aperfeigcoar o meio de produgio do bioemulsi-
ficante por C. lipolytica, Albuquerque et al.® utilizaram planejamento
fatorial para investigar efeitos e interagdes das concentracdes de uréia,
sulfato de amdnio, di-hidrogénio fosfato de potdssio e 6leo de milho
na atividade de emulsificagdo. A presenca de KH,PO,, (NH,),SO, e
6leo de milho teve uma influéncia positiva na atividade de emulsifi-
cacdo. Por outro lado, a uréia teve uma influéncia negativa.

A produgdo de biossurfactante ocorre principalmente quando
a fonte de nitrogénio estd esgotada, durante a fase estaciondria do
crescimento da biomassa.'® A Figura 4 apresenta o crescimento celular
dalevedura C. antarctica em batelada, em meio contendo fon amonio
(10 g/L) e peptona (1 g/L) como fontes de nitrogénio. Observa-se
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Figura 4. Cultivo de Candida antarctica mostrando o consumo de nitrogénio
(aménio) e o inicio da produgdo do biossurfactante MEL-SY16
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que a producio do glicolipideo ocorre quando ha o esgotamento da
fonte de nitrogénio (entre 50 e 200 h), atingindo um valor de 38 g/L.
ap6s 200 h de fermentagdo. '

Albrecht e al.* sugeriram um mecanismo pelo qual a sintese
de biossurfactante acontece em condi¢des limitantes de nitrogénio.
Segundo os autores, esta condi¢do causa um declinio na atividade es-
pecifica da isocitrato desidrogenase (dependente de NAD* e NADP*),
enzima responsavel pela oxidagdo do isocitrato a o - cetoglutarato no
ciclo do 4cido citrico. Como o declinio da atividade leva a um actimulo
de isocitrato e subseqiiente citrato na mitocondria, ambos sdo trans-
portados para dentro do citosol, onde o citrato € clivado pela citrato
sintase, originando acetil-coA, que € o precursor da sintese de dcido
graxo aumentando, dessa forma, a produgdo de biossurfactante.

Um parametro bastante estudado pelos pesquisadores € a relacio
quantitativa entre as fontes de carbono e nitrogénio utilizadas para
a produc¢do de biossurfactante. Foi estudado o efeito de diferentes
relacdes C/N na produg¢do do bioemulsificante produzido por Rhodo-
torula glutinis, utilizando diferentes hidrocarbonetos. A atividade de
emulsificagdo aumentou com o aumento da relacdo C/N na maioria
dos casos, sendo esse aumento observado em condi¢des limitantes
de nitrogénio.”' Observagdes similares foram obtidas com C. tropi-
calis.

A Tabela 3 resume alguns dados da produ¢do de biossurfactante
por leveduras, apresentando as concentragdes das fontes de carbono e
nitrogénio utilizadas no meio de cultivo. Coeficientes de rendimento
(Y,,) de 0,012 a 0,675 g/g e valores de produtividade volumétrica
(Q,) entre 0,021 e 1,76 g/L h tém sido relatados na produgdo de
biossurfactante por levedura.

Forma de conducio do processo

Apés a otimizagdo do meio de cultivo, diferentes formas de
condugdo de processos para obtencdo de biossurfactantes tém sido
descritas na literatura, de maneira a incrementar a producdo desses.

De forma geral, um processo pode ser operado das seguintes
formas:** descontinuo (com um inéculo por tanque; com recircula¢do
de células); semicontinuo (batelada alimentada - com ou sem recir-
culacdo de células); descontinuo alimentado (batelada simples com
ou sem recirculag@o de células; continuo (conduzido em um ou em
vérios reatores; com ou sem recirculagdo de células).

Entre as opg¢des supracitadas, as fermentagdes por batelada
simples e batelada alimentada s3o as mais utilizadas para estudos de
producdo de biossurfactante por leveduras (Tabela 3).

Os cultivos por batelada e batelada alimentada sdo modos de
condugdo de bioprocessos, cujas caracteristicas tornam suas apli-
cacdes atrativas para uma grande gama de processos fermentativos,
por exigirem menos em termos de equipamentos, acompanhamento
e manutengdo. Sdo também mais seguros em relagdo ao problema
da manutengdo das condi¢des de assepsia, pois ao final de cada bate-
lada o reator € esterilizado juntamente com o novo meio de cultura,
recebendo um novo indculo, com todos os controles necessarios, a
fim de assegurar a presen¢a unica do microorganismo responsavel
pelo processo.**

No decorrer do processo por batelada simples nada € adicionado,
exceto oxigénio no caso de processos aerébicos, anti-espumante e
4cido ou base para controle do pH. Entretanto, durante a batelada
alimentada os nutrientes, ou parte deles, sdo adicionados ao biorre-
ator por uma corrente de alimenta¢do que, por ndo existir descarga,
provoca um continuo incremento do volume ocupado no reator.
Normalmente, esta forma de conducio de bioprocessos € utilizada
em sistemas nos quais o agente microbiano seja fortemente sensivel
a fendmenos de inibicdo por substrato, ou repressdo catabdlica,
tipicamente manifestados em sistemas que apresentem cinética de
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Tabela 3. Dados de estudos da produ¢ado de biossurfactantes produzidos por leveduras, registrados na literatura

Modo de
a b c d
Cepa Fonte C (g/L) Fonte N (g/L) PB T® (h) condugdo Y, (gg) X(gb) Y, '(g/g) Qp(g/lh) Ref
T. bombicola Glicose (500)
’ Oleo de acafrdo Ext. levedura (5) 18 (g/L) 48 Batelada 0,012 12,4 1,45 0,375 10
ATCC22214
(1000)
. Glicose (100)
C. bombicola . CSL: (4)
ATCC22214 Gordura animal Uréia (1.5) 120 (g/L) 68 Batelada 0,6 30 4 1,76 53
(100)
C. tropicalis Ext. levedura (0,3) .
ATCC20336 Hexadecano (10) Peptona (0,5) 0,81 U 72 Batelada ND ND ND ND 20
D. polymorphus Ext. levedura (0,3)
ATCC20499 Hexadecano (10) Peptona (0,5) 0,110 72 Batelada ND ND ND ND 20
Candida sp. Glicose (15) Batelada
SY 6 Oleo de soja (15) Peptona (1) 95 (g/L) 200 alimentada 0,475 15,0 6,33 0,475 13
. Glicose (100)
Candida Oleo de girassol Ext. levedura (1) 120 (L) 192 Baelada = o 23,0 521 0,625 9
bombicola Resting cell
(100)
C. antarctica p .
ATCC20509 Oleo de soja (80) Ext. levedura (1) 46 (g/L) 144 Batelada 0,57 28,4 1,61 0,32 59
C. antarctica Ext. levedura (1) Batelada
ATCC20509 Soapstock (100) NaNoO, (2) 159 (g/L) 85 alimentada 0,636 1,8 8,83 0,1870 48
C. antarctica Oleo de améndoa Batelada
T34 (80) Ext. levedura (1) 47 (g/L) 144 Resting cell 0,587 24 1,95 0,326 12
C. antarctica Ext. levedura (1) Batelada
T34 n- octadecano (60) NaNoO, (2) 40,5 (g/L) 144 Resting cell 0,675 16 2,53 0,281 40
] . Glicose (50)
Wickerhamiella g\ 4o canola Ext.levedura2) ND ~ ND  Batelada ~ ND ND ND ND 8
Domercqiae Y,,
(20)
C. ingens Oleo de milho
CB-216 20) Ext. levedura (2) 5,6 (g/L) 168 Batelada 0,28 23,9 0,234 0,033 23
C. lipolitica
ATCC 8662 Hexadecano (10) Ext. levedura (6) 1,3 U/mL 130 Batelada ND ND ND ND 22
Y. lipolitica
NCIM3589 Hexadecano (10) (NH,),SO,(5) 3,0U/mL 144 Batelada ND 3 ND ND 19
C. lipolitica Oleo de babagu . Batelada
1A 1055 (50) Uréia (0,25) 0,66 U/mL 60 alimentada ND 6 UFC/mL ND ND 21
C. lipolitica Oleo de milho .. 0,235 3,5 UFC/
1A 1055 (50) Uréia (0,1) U/mL 168 Batelada ND L ND ND 62
Y. lipolitica . Peptona (6,4)
IMUERJ 50682 Glicose (20) Ext. levedura (10) 2,0U/mL 170  Batelada ND ND ND ND 18
C. lipolitica Glicose (100)
4P Oleo de canola  Ext. levedura (2) 8 (g/L) 48 Batelada 0,04 ND ND 0,166 43
UCP0988
(100)
K. marxianus Ext. levedura (2)
FII 510700 Lactose (40) (NH,),50, (5) ND ND Batelada ND ND ND ND 6
C. apicola Ext. levedura (1)
ATCC 20509 Soapstock (100) NaNoO, (2) 10,3 (g/L) 144  Batelada 0,103 6,5 9,70 0,071 48
Glicose (50)
C. glabrata Oleo de semente 0 1SVedUa )y oy 144 Baelada 0,08 I18cé/mL  ND 0,069 42
UCP 1002 ~ NH,NO, (1)
de algodio (75) s
Candida Oleo de soja quei- Ext. levedura (0,5)
ishiwadae mado (40) NH,NO, (3) 0,25 ug 168  Batelada ND ND ND ND 47
C. sphaerica— Residuo de Oleo o ino 05) 3116 (e/l) 144 Batelada 0,06 2,264 1,37 0,021 49

UCP 995 vegetal (50)

“PB: produgio de biossurfactantes; "T: tempo de produgdo do biosurfactante; °X: concentragio de células produzidas; Y, : coeficiente de
rendimento de biosurfactante em relagéo a concentragéo celular; *CSL: corn steep liquor; 'ND: ndo determinado
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formacéo de produto nio associado ao crescimento.

Resultados bastante promissores vém sendo publicados baseados
no uso de batelada alimentada para a producdo de biossurfactante. A
producdo de lipideos de manosileritritol por C. antarctica foi de 95
g/L ap6s 200 h de fermentag@o por batelada alimentada, utilizando
glicose e 6leo de soja como fonte de carbono. O rendimento foi 2,6
vezes maior que o rendimento obtido na producéo deste por batelada
simples (37g/L)."?

Rau et al."” produziram biossurfactante por Pseudozyma aphidis
utilizando dleo de soja e glicose, em batelada alimentada, obtendo
uma alta produgdo de biossurfactante (168 g/L) ao final de 11 dias
de fermentagdo.

Outros modos de conduc@o de processo também foram avaliados.
Kim et al.?’ estudaram a produg¢io de biossurfactante pela levedura
T. bombicola, via processo continuo, com o objetivo de investigar
os efeitos da glicose e do 6leo de soja no crescimento celular e na
producido de biossurfactante.

Deste modo, a escolha adequada da forma de conducéo do proces-
so € um passo importante, uma vez que pode alterar a produtividade
do produto desejado.

Temperatura, pH, aeracio e agitacio

O controle e a otimizagdo das condi¢des operacionais como
temperatura, agitacdo, pH e aeraco sdo fundamentais para o sucesso
da ampliagdo de escala de producdo de biossurfactantes, capazes de
tornd-los economicamente competitivos em relagio aos surfactantes
quimicos.

O efeito do pH em relag@o a produg@o de biossurfactante por C.
antarctica foi estudado utilizando-se tampao fosfato em diferentes
pHs (4-8). Todos os tampdes utilizados resultaram em uma diminuigao
do rendimento da produg¢ao do biossurfactante, quando comparados
com a dgua destilada.*’

Zinjarde e Pant' estudaram a influéncia do pH inicial na pro-
dugdo do biossurfactante por Y. lipolytica. Observaram que a maior
producao foi obtida em pH inicial igual a 8,0, que corresponde ao
pH natural da d4gua do mar.

O efeito da temperatura na produc@o de manosileritritol por res-
ting cell e em condicdes de crescimento celular por C. antarctica foi
estudado. Em ambos os casos, a maior producdo foi observada a 25
°C, sendo que por resting cell a produg@o de biossurfactante ocorreu
em uma faixa ampla de temperatura. O efeito da aeragdo também
foi testado utilizando diferentes volumes de meio (20-60 mL) em
um erlenmeyer de 300 mL. O melhor rendimento foi obtido em um
volume de 30 mL, que indica uma relagdo Vm/Vf=0,1, demonstrando
a forte influéncia da aeragio neste sistema.'”

Aeracdo e agitag@o sdo dois fatores importantes que influenciam
na producdo de biossurfactante, pois facilitam a transferéncia de
oxigénio da fase gasosa para a fase aquosa.®® Adamczak e Bednarsk™
avaliaram a influéncia da aerag@o na sintese de biossurfactante por
C. antarctica. A maior producdo de biossurfactante (45,5 g/L) foi
alcancada quando a levedura foi cultivada em meio com uma taxa
de aera¢@o de 1 vvm (volume de ar por volume de meio por min) e a
concentracdo de oxigénio dissolvido controlada em 50% do valor da
saturagdo. Entretanto, quando se alterou a aeragdo para 2 vvm, houve
uma produgdo intensa de espuma e a producio de biossurfactante
decaiu 84%. A formagdo de espuma ndo € um fator desejado na pro-
ducdo, uma vez que retira do meio reacional parte do biossurfactante,
biomassa e lipideos.

Guilmanov et al.”” investigaram o efeito da aeragdo, por meio de
experimentos em frascos agitados, na produgio de soforolipideos por
C. bombicola. O maior rendimento foi obtido com a taxa de aeragdo
entre 50 e 80 mM O/l h''.
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Com o objetivo de ampliar o processo de producdo do bioe-
mulsificante por C. lipolytica, da escala de frascos para a escala de
biorreator, Albuquerque et al.%® estudaram os efeitos da agitagdo e da
temperatura na produgao de biossurfactante frente a diferentes leos.
Verificou-se que o0 aumento da temperatura exerceu um efeito negativo
significativo sobre as atividades de emulsificagdo para as emulsdes
dgua em hexadecano e dgua em dleo de milho e, que o aumento da
velocidade de agitacdo produziu um efeito positivo sobre a atividade
de emulsificacdo de dgua em 6leo de canola. As melhores condicdes
de operagdo para a produgdo do biossurfactante foram temperatura
de 28 °C e agita¢do de 300 rpm .

A atividade de emulsificag@o do biossurfactante produzido pelas
leveduras Candida tropicalis e Debaryomyces polymorphus ndo foi
alterada, em uma faixa de pH entre 4 ¢ 11.% Jd a produgio do bioe-
mulsificante produzido pela levedura Rhodotorula glutinis durante
fermentagdo em batelada alimentada foi significativamente influencia-
da tanto pela temperatura como pelo pH, sendo as condi¢des 6timas
obtidas para a produgdo a temperatura de 30 °C e pH 4.

Na mesma dire¢do, Desphande e Daniels®® também avaliaram o
efeito da temperatura no crescimento de C. bombicola e na producio
de soforolipideos. O crescimento celular maximo foi obtido a 30 °C,
enquanto que a produgdo de soforolipideos foi mdxima a 27 ° C.

A maioria das fermentacdes realizadas para producio de bios-
surfactante ocorre em uma faixa de temperatura de 25 a 30 °C.
Existem varios trabalhos na literatura que estudam a influéncia desse
parametro. Casas e Garcia-Ochoa’ mostraram que as quantidades de
soforolipideo obtidas por C. bombicola em ambas as temperaturas (25
e 30°C) foram préximas. A fermentaco realizada a 25 °C apresentou
crescimento menor de biomassa e maior taxa de consumo de glicose
em comparagdo a fermentagdo realizada a 30 °C.

A acidez do meio de producio foi um parimetro correlacionado
com a eficiéncia da sintese de glicolipideos por C. antarctica e C.
apicola. Mantendo o pH em 5,5 obteve-se maior producio de glico-
lipideos. Contudo, quando ndo se ajustou o pH no meio de cultura,
obteve-se um efeito negativo na eficiéncia de sintese.* Um efeito
similar foi observado na producéo de glicolipideos por C. antarctica,
através de batelada alimentada. O melhor rendimento da producio
foi com controle do pH, mantendo-se em 4, sendo significativamente
melhorada quando comparada com a fermenta¢do sem o controle
do pH.*

CONCLUSAO

Nos ultimos anos, o aumento no nimero de publicacdes na drea
de producdo de biossurfactante por leveduras mostra que essa tec-
nologia vem ganhando cada vez mais espago e importancia. Porém,
a produgdo de biossurfactante em escala industrial ainda ¢ reduzida,
devido aos custos envolvidos em seu processo produtivo.

A otimizagdo do processo fermentativo € o fator chave para
melhorar o rendimento da produgdo e diminuir os custos. Varios
sdo os estudos voltados a influéncia das fontes de carbono e nitro-
génio, mostrando que sdo parametros importantes na producgio de
biossurfactantes, uma vez que o tipo e a concentracao do substrato
empregado pode aumentar ou reduzir a sintese do biossurfactante e,
até mesmo modificd-lo estruturalmente. Sdo inimeras as alternativas
apresentadas na literatura como fontes de carbono e nitrogénio, desde
fontes hidrofilicas (como glicose, lactose, etc) até hidrofébicas (6leo
de soja, hexadecano, etc). As leveduras, mesmo aquelas da mesma
espécie, apresentaram respostas diferentes a produ¢@o de biossurfac-
tante frente aos diversos meios de cultivo.

Uma estratégia que estd sendo bastante utilizada para diminuir os
custos da produgdo € o uso de substratos de origem renovavel como
fonte de carbono. Tem-se estimado que a utilizacdo destes diminua
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o custo total da producio em 10 a 30%, além de ser uma possivel
solucdo para reaproveitamento de residuos agroindustriais.

Diferentes formas de conduc@o do processo também afetam a
producdo de biossurfactante. Observou-se que as formas mais utili-
zadas sdo a batelada simples e batelada alimentada. O controle e a
otimizagdo das condigdes operacionais, como temperatura, agitagdo,
pH e aeragdo, também se mostraram fundamentais para aumentar a
eficiéncia da produgdo, bem como possibilitar a ampliacdo de escala
do processo.

Para o sucesso da amplia¢do de escala da producdo de bios-
surfactantes por leveduras, capazes de tornd-los economicamente
competitivos em relacdo aos surfactantes quimicos, sdo necessarios
desenvolvimentos acerca dos tépicos abordados nesta revisdo,
abrindo novas perspectivas para aumentar a eficiéncia da produgao,
tornando possivel a aplicacdo industrial desses compostos em um
futuro préximo.
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