


 
 

 

MARCOS ROBERTO DE OLIVEIRA 

 

 

 

 

 

 

 

PRODUÇÃO DE SOFOROLIPÍDEOS POR CÉLULAS IMOBILIZADAS DE 

Candida bombicola ATCC 22214 EM ALGINATO DE CÁLCIO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Londrina 
2017



 
 

MARCOS ROBERTO DE OLIVEIRA 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PRODUÇÃO DE SOFOROLIPÍDEOS POR CÉLULAS IMOBILIZADAS DE 

Candida bombicola ATCC 22214 EM ALGINATO DE CÁLCIO 

 

 

 

Tese apresentada ao Programa de Pós Graduação 
em Biotecnologia do Departamento de 
Bioquímica e Biotecnologia da Universidade 
Estadual de Londrina, como requisito parcial à 
obtenção do título de Doutor em Biotecnologia. 
 
Orientadora: Prof.ª Dr.ª  Maria Antonia Pedrine 
Colabone Celligoi. 

 
 

 

 

 

 

 

Londrina 
2017



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

MARCOS ROBERTO DE OLIVEIRA 

 

PRODUÇÃO DE SOFOROLIPÍDEOS POR CÉLULAS IMOBILIZADAS DE Candida 

bombicola ATCC 22214 EM ALGINATO DE CÁLCIO 

 

Tese apresentada ao Programa de Pós Graduação em 
Biotecnologia do Departamento de Bioquímica e 
Biotecnologia da Universidade Estadual de Londrina, 
como requisito parcial à obtenção do título de 
Doutor em Biotecnologia. 

 

BANCA EXAMINADORA 
 
 

_________________________________________ 
Orientadora: Prof.ª Dr.ª  Maria Antonia Pedrine 

Colabone Celligoi 
Universidade Estadual de Londrina - UEL 

 
 

_________________________________________ 
Prof.ª Dr.ª Mayka Reghiany Pedrão 

Universidade Tecnológica Federal do Paraná 
 
 

_________________________________________ 
Prof.ª Dr.ª Lucia Felicidades Dias 

Universidade Tecnológica Federal do Paraná 
 
 

_________________________________________ 
Prof.ª Dr.ª Josiane Alessandra Vignoli  

Universidade Estadual de Londrina - UEL 
 
 

_________________________________________ 
Prof.ª Dr.ª Cristiani Baldo 

Universidade Estadual de Londrina - UEL 
 

 

Londrina, 27 de julho de 2017. 



 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dedico este trabalho a minha família e em 

especial a minha esposa pela paciência, 

carinho, incentivo e compreensão 

 



 
 

AGRADECIMENTOS 

 
À minha orientadora, Prof.ª Dra. Maria Antonia Pedrine Colabone Celligoi, pela dedicação, 
orientação, apoio e incentivo durante todos estes anos, desde minha gradução; 
 
À meu coorientador, Prof. Dr. Doumit Camilios Neto, pelo suporte e auxílio durante o 
desenvolvimento deste trablho; 
 
Á Prof.ª Dr.ª Cristiani Baldo, pela convivência agradável durante estes anos no laboratório e 
apoio ao longo do  desenvolvimento deste trabalho;   
 
Á Prof.ª Dr.ª Josiane Alessandra Vignoli, pela apoio durante o desenvolvimento deste 
trabalho;   
 
Á Prof.ª Dr.ª Mayka Reghiany Pedrão e Prof. Dr. Fábio Augusto Coró, pelo apoio, incentivo e 
amizade incondicionais; 
 
Á Prof.ª Dr.ª Lucia Felicidades Dias, pelo carinho, incentivo e apoio; 
 
Ao Prof. Ms. Marcos Massaki Imamura, pelo apoio e incentivo;   
 
Ao Nelson Janeiro Rodriguez pelo suporte, boa vontade e disponibilidade em todos os 
momentos 
 
Ao Prof. Dr. Cesar Augusto Tischer, pelo suporte e auxílio nas análises estruturais 
 
Ao Prof. Dr. Admilton Gonçalves de Oliveira Junior, pelo suporte e auxílio nas análises de 
microscopia eletrônica 
 
Aos professores e funcionários do Departamento de Bioquímica e Biotecnologia, pela 
atenção, apoio, colaboração e auxílios prestados. 
 
A todos os meus colegas de laboratório,  que de alguma forma auxiliaram na elaboração, 
execução e conclusão de mais uma etapa em minha vida profissional; 
 
Á Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior (CAPES), pelo apoio 
financeiro. 
 
Ao programa de Pós-graduação em Biotecnologia, pela oportunidade de desenvolvimento 
deste trabalho. 
 

 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“Assim como todas as portas são diferentes 
aparentemente todos os caminhos são diferentes 

Mas vão dar todos no mesmo lugar 
 

O caminho do fogo é a água 
Assim como o caminho do barco é o porto 

 
O caminho do sangue é o chicote 

Assim como o caminho do reto é o torto 
 

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

 
O caminho da dor é o amigo 

O caminho da vida é a morte” 
 
 
 

Água Viva 
Paulo Coelho 

 
 



 
 

OLIVEIRA, Marcos Roberto. Produção de soforolipídeos por células imobilizadas de Candida 
bombicola ATCC 22214 em alginato de cálcio. 2017. 185 f. Tese do  Curso de Doutorado do 
Programa em Biotecnologia – Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2017. 

 
RESUMO 

 
Os soforolipídeos são biossurfactantes produzidos por Candida bombicola ATCC 22214 e 
possuem um amplo campo de aplicação, porém o custo elevado de produção exige 
desenvolvimento de bioprocessos mais eficientes, para torná-los competitivos. O objetivo 
desse trabalho foi produzir e verificar a composição estrutural dos soforolipídeos por Candida 
bombicola, imobilizada em alginato de cálcio. O processo de imobilização foi padronizado e a 
produção de soforolipídeos foi testada, por delineamento fatorial 43-1   com os fatores glicose, 
óleo de girassol, K2HPO4 e CaCl2. A imobilização celular foi confirmada por MEV e os 
soforolipídeos caracterizados por FTIR e MS. As condições ótimas de imobilização foram: 50 
g/L células; 30 g/L de alginato de sódio; 0,1 mol/L de cloreto de cálcio; tempo de cura de 12 
horas por 96 horas, atingindo 2,33 g/L de soforolipídeos com uma eficiência de imobilização 
de 74,487%. Um novo planejamento foi realizado para otimizar a produção o que atingiu 8,458 
g/L com uma eficiência de imobilização de 90,922% nas condições em (g/L): 30 glicose, 30 de 
óleo de girassol, 0,1 de extrato de levedura, 4,5 de K2HPO4 e 4,5 de CaCl2. As células 
imobilizadas foram estáveis por 3 ciclos, mantendo a eficiência em torno de 70,7497 %.  Os 
soforolipídeos apresentaram a composição estrutural de 70,95% de formas acídicas (7,92% 
C16; 12,54% C18; 37,29% de C18:1 e 13,20% de C18:2) e 29,05% de formas lactônicas (5,8% C16, 
3,63% C18, 17,82% C18:1 e 2,31 C18:2). 
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ABSTRACT 

 
Sophorolipids are biosurfactants produced by Candida bombicola ATCC 22214 and have a wide 
field of application, but the high cost of production requires the development of bioprocesses 
more efficient to turn them competitive. The objective of this research was to produce and 
verify the structural composition of the sophorolipids produced by Candida bombicola, 
immobilized in calcium alginate. The immobilization process was standardized and the 
production of sophorolipids was tested by factorial design 43-1 been the factors: glucose, 
sunflower oil, K2HPO4 and CaCl2. Cellular immobilization was confirmed by MEV and 
sophorolipids characterized by FTIR and MS. The optimal condition of immobilization were: 
50 g/L cells; 30 g/L sodium alginate; 0.1 mol/L calcium chloride; cure time of 12 hours for 96 
hours, reaching 2.33 g / L of sophorolipids with an immobilization efficiency of 74.487%. A 
new planning was carried out to optimize the production, which reached 8.458 g/L and 
presented an immobilization efficiency of 90.922% under the conditions in (g/L): 30 glucose, 
30 sunflower oil, 0.1 yeast extract, 4.5 of K2HPO4 and 4.5 of CaCl2. The immobilized cells were 
stable for 3 cycles, maintaining efficiency around 70.7497%. The sophorolipids presented the 
structural composition of 70.95% of acidic forms (7.92% C16, 12.54% C18, 37.29% C18:1 and 
13.20% C18:2) and 29.05% of lactonic forms (5.8% C16, 3.63% C18, 17.82% C18:1 and 2.31 C18:2). 

  

 

Keywords: sophorolipids, Candida bombicola, immobilization, alginate, structural 
characterization 
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1 INTRODUÇÃO 

Os surfactantes são compostos anfipáticos  ou anfifílicos que apresentam 

em sua estrutura uma porção hidrofóbica e uma porção hidrofílica, possibilitanto que suas 

moléculas se particionem na interface ar/água ou óleo/água, promovendo a redução da 

tensão superficial ou interfacial. Estas propriedades de superficie ativa permitem que os 

surfactantes sejam utilizados como agentes dispersantes, umectantes, espumantes, 

emulsionantes e  lubrificantes, nos mais diversos setores como: agrícola, de alimentos, 

químico, têxtil, papel e celulose, cosméticos, farmacêutico, produtos de limpeza, higiene 

pessoal e petróleo. 

Atualmente, grande parte dos surfactantes disponíveis é produzida a partir 

de recursos não renováveis como os derivados de petróleo e sua ampla utilização provoca 

diversos problemas ambientais devido a sua alta eco toxicidade, alta bio-acumulação e baixa 

biodegrabilidade. Contudo, devido a crescente preocupação ambiental existe a tendência de 

se substituir os surfactantes por biossurfactantes motivada pelas vantagens que os 

biossurfactantes apresentam como: baixa toxicidade, alta biodegradabilidade, melhor 

compatibilidade ambiental, alta seletividade e atividade específica em condições extremas de 

temperatura, pH e salinidade e produção a partir de recursos renováveis. 

Dentre os biossurfactantes os soforolipídeos são um dos mais promissores 

com aplicações em diversas áreas como: biorremediação; alimentos; cosmetologia; 

farmacêutica, nanotecnologia e petróleo. Além da vasta gama de aplicações, apresentam 

diversas vantagens como: alta seletividade e atividade específica em condições extremas de 

temperatura, pH e salinidade ;alta aceitabilidade ecológica com baixa toxicidade e alta 

biodegrabilidade , serem produzidos a partir de recursos renováveis  ou resíduos industriais  

processo de recuperação simples, produzidos em grandes quantidades, baixa capacidade de 

formação de espuma e alta detergência. 

Apesar das inúmeras vantagens e aplicações que os soforolipídeos possuem, 

o processo de produção em larga escala e o custo relativamente elevado ainda são um grande 

obstáculo para a sua exploração comercial e competitividade econômica perantes os 

surfactantes. A exploração comercial dos biossurfactantes atingiu um ponto crítico e tornou-

se prioridade de muitas empresas, como resultado da iniciativa de sustentabilidade e agendas 

verdes.  
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O sucesso dos biossurfactantes perante os surfactantes depende de diversos 

fatores, especialmente o fator custo. Para superar as barreiras dos altos custos na produção 

de biossurfactantes, três estratégias básicas podem ser adotadas: (a) o uso de matéria prima 

/ substratos de baixo custo,  (b) desenvolvimento de processo fermentativos eficientes; (c) 

otimização do meio e condições de fermentação para que se obtenha níveis ótimos de 

produção, produtividade e redução de custos. Sendo assim, a escolha adequada da forma de 

condução do processo fermentativo é um passo importante, uma vez que pode aumentar a 

produtividade do produto desejado com consequente diminuição de custos . 

O processo fermentativo utilizando células imobilizadas em suportes inertes 

é uma técnica de baixo custo, simples e de grande biocompatibilidade que oferece diversas 

vantagens sobre a fermentação com células livres como: maior produtividade; processo de 

recuperação mais simples; reutilização das células imobilizadas;; redução dos riscos de 

contaminação microbiana e diminuição de custos na manutenção de bioreatores. A 

imobilização celular em matriz de alginato de cálcio é uma técnica amplamente utilizada, de 

baixo custo, com alta disponibilidade de matéria prima e o processo de gelatinização naão 

causa alterações drásticas na viabilidade e atividade dos microrganismos imobilizados . 

 Considerando-se: o amplo campo de aplicação dos soforolipídeos; as 

inúmeras vantagens que esses apresentam sobre os surfactantes; os custos de produção em 

larga escala e o processo de imobilização celular como estratégia para redução de custos, a 

presente tese teve o propósito de avaliar e otimizar a produção de soforolipídeos por células 

de Candida bombicola ATCC 22214 imobilizadas em alginato de cálcio. 
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Grande parte desta produção é utilizada como detergente doméstico (44,6%) e o restante em 

diversos setores como químico, têxtil, papel e celulose, cosméticos, farmacêutico, higiene 

pessoal, agrícola e alimentos (GRAND VIEW RESEARCH, 2016). 

Devido a grande utilização, uma considerável quantidade de surfactantes é 

liberada no meio ambiente e estes compostos frequentemente são tóxicos para o meio 

ambiente e produzem grandes problemas de poluição. Apesar das medidas regulatórias 

tomadas para evitar o impacto nos sistemas aquáticos, a ecotoxicidade, a bio-acumulação e 

biodegradabilidade de surfactantes tradicionais continuam a ser questões de grande 

preocupação, como demonstrado por alguns autores que relatam uma baixa taxa de 

biodegradação e uma alta toxicidade aquática dos surfactantes tradicionais (MANN; BIDWELL, 

2001). 

Embora, nos últimos anos surfactantes com melhores características e 

menor impacto ambiental como os alquil poliglucosídeos, alquil poliglucamidas e ésteres 

metílicos de ácidos graxos, estejam sendo produzidos, sua produção nem é sempre baseada 

em recursos renováveis e implicam em etapas de síntese química (BOGAERT, I. N. A. VAN; 

ZHANG, Jinxin; SOETAERT, 2011). Contudo, existe uma tendência nos países industrializados 

de se substituir os surfactantes de origem petroquímica por surfactantes naturais ou 

biossurfactantes. Esta tendência deve-se principalmente a: superioridade dos 

biossurfactantes em diversos aspectos, crescente preocupação ambiental, leis ambientais 

mais severas e utilização da recursos renováveis para a produção (BOGAERT, I. N. A. VAN et 

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

2.2 PROPRIEDADES TENSOATIVAS 

As propriedades de redução da tensão superficial e interfacial apresentadas 

pelos surfactantes estão relacionadas diretamente com a estrutura química e da forma com 

que estas moléculas se ordenam entre a interface de duas fases líquidas imiscíveis 

(propriedades interfaciais – tensão interfacial), ou entre a interface de uma fase líquida e outra 

gasosa (propriedades superficiais – tensão superficial). Dependendo do tipo de interação e da 

forma do ordenamento das moléulas, os surfactantes apresentam diversas propriedades 

como: emulsificação, lubrificação, micelização, detergência, emulsificação, dispersão, 

molhabilidade e espumabilidade. 
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Essas alterações nas propriedades físicas podem ser utilizadas para medir a 

CMC de cada surfactante. A tensão superficial e tensão interfacial acima da CMC, atingem seu 

valor mínimo e permanecem praticamente constante. A detergência e a solubilidade atingem 

seu valor máximo acima da CMC. Os valores da CMC variam entre 1 a 2.000 mg/L, quanto 

menor o valor da CMC, menor a concentração de surfactante necessária para saturar a 

interface líquido/líquido ou líquido/gas e maior a eficiência do surfactante. Abaixo da CMC, as 

moléculas de surfactantes existem unicamente como monomeros individuais, acima da CMC 

existe um equilíbrio entre os monomeros e as micelas (MULLIGAN, 2005; NITSCHKE; PASTORE, 

2002; ROUSE et al., 1994).  

2.2.3 Detergentes 

A detergência é a capacidade dos surfactantes de formar micelas onde as 

moléculas de surfactante envolvem biofilmes ou sujidades aderidas a uma superfície sólida. 

As sujidades são removidas pela solubilização e emulsificação provocadas pelo surfactante, a 

detergência pode ser pontencializado por ações mecânicas como jatos de água e ar (Figura 

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

2.2.4 Emulsificantes 

A emulsificação é a capacidade de promover a suspensão de dois líquidos 

imiscíveis entre si  pela redução da tensão interfacial entre eles, o que leva a formação de uma 

emulsão, que são classificadas em dois tipos óleo/água ou água/óleo. Alguns surfactantes 

emulsificantes podem apresentar propriedades espalhantes, adesivantes e umectantes 

(Figura 4b) (BOGNOLO, 1999). 

2.2.5 Dispersantes 

A dispersão não permite que ocorra a aglomeração ou precipitação de 

partículas em solução (mantém um sólido em suspensão em um meio líquido). Os surfactantes 

reduzem as forças de coesão entre as partículas, aumentando a estabilidade de uma emulsão 

ou suspensão (Figura 4c) (BOGNOLO, 1999).  
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Dentre os biossurfactantes os soforolipídeos são um dos mais conhecidos, 

promissores e atrativos biossurfactantes que combinam química verde com baixa pegada de 

carbono (sem o indesejáveis sub produtos ou desvantagens ambientais associadas com 

surfactantes sintéticos) (DESAI; BANAT, Ibrahim M, 1997; DEVELTER, D. W. G.; LAURYSSEN, 

2010). Os soforolipídeos podem ser utilizados em diversas áreas como agricultura (YOO, D.-S.; 

LEE, B.-S.; KIM, EUN-Ki, 2005), biorremediação (KANG et al., 2010), farmacêutica (CHEN, J. et 

al., 2006), cosmetologia (LOURITH; KANLAYAVATTANAKUL, 2009), alimentícia (YUAN; YANG, 

S.; CHEN, J., 2012) e nanotecnológica (KASTURE et al., 2007). 

São considerados superiores aos surfactantes sintéticos devido a: alta 

seletividade e atividade específica em uma ampla faixa de pHs, temperaturas e salinidade 

(CHANDRAN; DAS, 2012); baixa formação de espuma, excelentes propriedades detergentes 

(HIRATA; RYU; ODA; et al., 2009); dureza da água não afeta suas propriedades superficiais e 

interfaciais; sinergismo entre as formas acídicas e lactônicas aumenta a atividade surfactante 

(HIRATA; RYU; IGARASHI; et al., 2009); baixa toxicidade e alta biodegrabilidade (BAEK et al., 

2003; MA, X.-J.; LI, Hui; SONG, 2012); podem ser produzidos em grandes quantidades (PEKIN, 

Gülseren; VARDAR-SUKAN; KOSARIC, Naim, 2005) baseado em recursos renováveis (ZHOU, Q.-

H.; KOSARIC, Naim, 1995), subprodutos e resíduos agroindustriais (ASHBY et al., 2005) e são 

compostos geralmente reconhecido como seguro – GRAS (BOURDICHON et al., 2012; JOSHI-

NAVARE, Kasturi; PRABHUNE, A. A., 2013).  

2.5  MICRORGANISMOS PRODUTORES 

Atualmente na literatura são relatados vinte três microrganismos 

produtores de soforolipídeos (Tabela 3), dentre estes a levedura Candida bombicola ATCC 

22214 é o microrganismo produtor de soforolipídeos mais utilizado e estudado.  

A levedura Candida bombicola (Figura 6) foi  isolada pela primeira vez em 

1970 por Spencer, Gorin e Tulloch a partir de néctar de flores silvestres e mel de Bombus sp. 

(Mamangaba) (SPENCER; GORIN; TULLOCH, 1970). Pelo fato de ter sido isolado a partir de mel 

de abelhas do genêro Bombus sp. o nome Torulopsis bombicola foi dado a espécie. 

Inicialmente identificada e classificada como pertencetes ao Gênero Torulopsis devido a 

dificuldades na identificação por testes bioquímicos, somente em 1998 foi proposta a criação 

do Gênero Starmerella baseada em análises filogenéticas. 
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Apesar da levedura carregar consigo o nome do Gênero Candida que 

engloba muitas leveduras patogênicas como a Candida albicans, ambas encontram-se 

filogeneticamente distantes. Candida bombicola é uma levedura não patogênica que não 

utiliza o códon alternativo de tradução CUG (serina ao invés de leucina) como ocorre em 

diversas outras espécies de Candida como C. albicans, C. cylindracea, C. parapsilosis, C. 

melibiosica, C. zeylanoides, C. rugosa, C. maltosa, C. tropicalis, C. lusitaniae, C. guillermondii, 

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

2.6 ESTRUTURA DOS SOFOROLIPÍDEOS 

Os soforolipídeos são moléculas anfipáticas ou anfifílicas formadas por uma 

porção hidrofílica e uma porção hidrofóbica. A fração hidrofílica é composta de um 

dissacarídeo sefarose (2’-O-β-D-glicopiranosil-β-glicopiranose) ligados a uma fração 

hidrofóbica composta de uma longa cadeia de ácido graxo através de uma ligação β-glicosídica 

(Figura 7a) (ASMER et al., 1988; TULLOCH; SPENCER, 1968). São produzidos como uma mistura 

das formas acídicas e lactônicas, com diferentes graus de acetilação, comprimentos da cadeia 

do ácido graxo, saturações e posição de hidroxilação. A composição da mistura influencia em 

suas propriedades físicas, químicas e biológicas (ASHBY; SOLAIMAN; FOGLIA, T. A., 2008; 

GLENNS; COOPER, 2006; MORYA, V K et al., 2013). 

 A ampla variação estrutural dos soforolipídeos deve-se a muitas 

combinações estruturais possíveis: 

(a) a ligação β-glicosídica ocorre entre o carbono anomérico da sefarose 

(C1’) e o carbono ω (terminal) ou ω-1 hidroxilado (sub-terminal) do ácido graxo (Figura 7b). 

(ASMER et al., 1988; TULLOCH; HILL; SPENCER, 1968); 

(b) os grupamentos hidroxila da sefarose nos carbonos C6’ e C6’’ podem 

estar desacetilados, monoacetilados ou diacetilados (Figura 7c) (ASMER et al., 1988; OTTO et 

al., 1999); 

(c) presença de formas acídicas e lactônicas; na forma lactônicas o 

grupamento carboxila do ácido graxo pode estar esterificado a sefarose nos carbonos C4’’, C6’ 

ou C6’’ (esterificação no C4” é mais frequente) (Figura 7d), na forma acidica o grupamento 

carboxila do ácido graxo encontra-se livre (Figura 7e) (ASMER et al., 1988); 

(d) a cadeia do ácido graxo pode variar em tamanho (mais comum C16 e 
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A limitação de nitrogênio leva a um aumento da atividade das enzimas 

envolvidas na biossíntese de soforolipídeos, as quais estarão totalmente ativas até o final da 

fase exponencial (ZHOU, Q.-H.; KOSARIC, Naim, 1995). 

 O ácido graxo (fonte de carbono hidrofóbica) necessário para a síntese dos 

soforolipídeos suplementado no meio pode ser de diversos tipos como: ácido graxo; n-

alcanos, álcoois, aldeídos, triglicerídeos ou ésteres de ácidos graxos, que serão metabolizados 

até seu ácido graxo correspondente. Caso o meio não contenha fonte de carbono hidrofóbica, 

esta será formado via síntese de Novo, a partir de acetil-CoA originado da via glicolítica 

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

 A glicose incorporada na estrutura dos soforolipídeos origina-se da 

gliconeogênese. A glicose presente no meio é metabolizada pela via glicolítica (HOMMEL, R K 

et al., 1994). Em baixas concentrações de glicose, as fontes de cabono hidrofóbicas são 

metabolizadas através da β-oxidação e utilizadas para a manutenção celular ao invés da 

síntese de soforolipídeos (BOGAERT, I. N. A. VAN et al., 2011). A biossíntese é um processo 

intracelular que se inicia com o transporte de ácidos graxos, que envolve proteínas 

transportadoras e processos de difusão. Quando a síntese de soforolipídeos utiliza ácidos 

graxos exógenos de cadeia longa, estes são transportados para o meio intracelular pela 

Proteína Transportadora de Ácidos Graxos de Cadeia Longa (PTAG) ligada a membrana (LI, 

Jiashan; XIA, C.; et al., 2016). O processo de biossíntese de soforolipídeos, inicia-se com a 

hidroxilação do ácido graxo presente no meio (processo de ativação). 

 A ativação dos ácidos graxos ocorre através de hidroxilação do seu carbono 

terminal (ω) ou subterminal (ω-1), (Figura 9a) que é realizada pela enzima CYP52M1 

(Citocromo P450 Monooxigenase pertencente família CYP52M1) NADPH dependente, ligada 

a membrana celular, levando a formação do ácido graxo ativado hidroxilado correspondente. 

Este por sua vez pode ser metabolizado via β-oxidação ou atuar como precursor para a síntese 

de soforolipídeos (BOGAERT, I. N. A VAN et al., 2009; HOMMEL, R K et al., 1994; HOMMEL, 

Rolf K. et al., 1994). A enzima CYP52M1 é expressa exclusivamente na fase estacionária e 

possivelmente potencializada por uma proteína de resistência a dano (DAP1), que estabiliza e 

regula as proteínas CYP450 e participa do metabolismo de lipídeos e esteróis (CIESIELSKA et 

al., 2013, 2014). Nas próximas duas etapas duas moléculas de glicose serão ligadas ao ácido 

graxo ativado. A primeira molécula de glicose é ligada (posição C1’) ao grupamento hidroxila 

ω ou ω-1 do ácido graxo por ação da Glicosiltransferase I (UgtA1) (Figura 9b). 
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 Posteriormente, uma segunda molécula de glicose é ligada ao C2’ da 

primeira molécula de glicose ligado ao ácido graxo através da Glicosiltransferase II (UgtA2) 

(Figura 9c) (SAERENS, K. M. J. et al., 2011). Ambas as reações requerem que a glicose (doadora 

de grupamentos glicosil) esteja ativada na forma de UDP-glicose (Glicose uridina difosfato) 

(BRAKEMEIER; WULLBRANDT, D; LANG, 1998; BRAKEMEIER; WULLBRANDT, Dieter; LANG, 

1998). Ambas enzimas UgtA1 e UgtA2 são expressas em altas quantidades no início da fase 

estacionária (CIESIELSKA et al., 2013).  

O produto da segunda reação de glicosilação são os soforolipídeos em sua 

forma acídica não acetilados, reações posteriores de acetilação e lactonização, promovem a 

variações estruturais. A acetilação da sefarose nas posições C6´ e C6´´ são mediadas por ação 

da Acetil-transferase dependente de Acetil-conenzima A (Figura 9d).  

Os soforolipídeos em sua forma acídica são excretados para o meio 

extracelular. O processo de excreção dos soforolipídeos ainda não foi totalmente elucidado, 

este processo pode ocorrer a partir da formação de vesículas, mediada possivelmente por 

transportadores passivos ou ativos, como a proteína transportadora ABC (MDR) (BOGAERT, I. 

N. A. VAN et al., 2013).   O controle do acúmulo intracelular de soforolipídeos pode ocorrer 

através do controle dos transportadores (MDR) (Figura 9e) ou enzimas de degradação como 

a enzima Flavina Monooxigenase MoA especifica para o soforolipídeos acídicos diacetilados 

C18:2 e outras enzimas ainda não identificadas  (LI, Jiashan; LI, Hui; et al., 2016) 

O processo de lactonização intramolecular dos soforolipídeos acídicos 

desacetilados ou acetilados, ocorre através de uma reação de esterificação entre o 

grupamento carboxila do ácido graxo e o grupamento hidroxila C4´´, podendo ocorrer mais 

raramente no C6´ou C6´´ (ASMER et al., 1988), a reação de lactonização é catalisada pela 

enzima lactona estearase (Figura 9f) (CIESIELSKA et al., 2014, 2016).  
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2.8 FUNÇÃO FISIOLÓGICA DOS SOFOROLIPÍDEOS 

Embora a função fisiológica dos biossurfactantes não seja completamente 

compreendida, estes desempenham diversas funções essenciais para o crescimento e 

manutenção celular. Uma generalização destas funções é extremamente difícil, pois, os 

biossurfactantes são produzidos por uma grande variedade de microrganismos, com 

diferentes estruturas químicas e com propriedades superficiais muito distintas. Portanto, cada 

biossurfactante pode desempenhar diferentes funções fisiológicas, proporcionando 

diferentes vantagens para os microrganismos produtores em seus nichos ecológicos 

(FRACCHIA et al., 2011).  

As funções fisiológica dos soforolipídeos, não são totalmente 

compreendidas até o momento, mas algumas hipóteses foram levantadas.  Os soforolipídeos 

são provavelmente formados e liberados para o meio extracelular como fonte de 

armazenagem extracelular de carbono (HOMMEL, R K; BAUM; KLEBER, H. P., 1994). O habitat 

dos microrganismos produtores de soforolipídeos como Candida bombicola e Candida apicola 

são no mel, néctar e pólen (INGLIS; SIGLER; GOETTE, 1993). Como estes habitats são de alta 

pressão osmótica, a produção de soforolipídeos pode ser uma forma de adaptação e proteção 

a essas altas concentrações de açúcar (HOMMEL, R K; BAUM; KLEBER, H. P., 1994), além de 

serem uma vantagem adaptativa, onde a levedura, converte e armazena os carboidratos e 

torna-os menos disponíveis para outros microrganismos (BOGAERT, I. N. A. VAN et al., 2007). 

Muitos microrganismos são capazes de crescer em substratos lipofílicos, 

como, por exemplo, hidrocarbonetos como fonte única de carbono. Estes microrganismos são 

capazes de emulsionar fontes de carbono hidrofóbicas durante o crescimento. Esta 

capacidade emulsionante é dada pela produção de biossurfactantes extracelulares, 

principalmente de glicolipídeos, o que permite a captura do substrato para o espaço 

periplasmático (ITO; INOUE, 1982). No entanto, esta teoria, não é muito aceita para a 

formação de soforolipídeos, especialmente porque os soforolipídeos podem ser produzidos 

quando nenhum substrato hidrofóbico esteja presente e quando presentes são produzidos 

em quantidades que excedem em muito a concentração necessária para emulsificação destes 

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

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

X. et al., 2004), leveduras (ITO; KINTA; INOUE, 1980) e bactérias (SHAH, Vishal; BADIA; RATSEP, 
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2007) através da desestabilização e alteração da membrana lipídica (AZIM et al., 2006) 

conferindo-lhes atividade antimicrobiana, esta atividade antimicrobiana ou biocida pode 

servir como um mecanismo de competição interespécies  como ocorre com outros 

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

2.9 PROPRIEDADES SUPERFICIAIS DOS SOFOROLIPÍDEOS 

Os soforolipídeos são compostos por uma mistura de moléculas aniônicas 

(acídicas) e não iônicas (lactônicas). Esta mistura gera um efeito sinérgico na ação do 

soforolipídeos como surfactante (HIRATA; RYU; ODA; et al., 2009)(HIRATA; RYU; ODA; et al., 

2009).  Qualquer mudança na estrutura dos soforolipídeos como grau de acetilação da 

sefarose, presença de insaturações do ácido graxo, lactonização, etc,  influenciam em suas 

propriedades físicas, químicas e biológicas dos soforolipídeos. Para as propriedades de 

superfície ativa a mudança estrutural mais importante é o comprimento da cadeia de ácido 

graxo (AHN; MORYA, Vivek Kumar; KIM, Eun-Ki, 2016).   

A CMC e a tensão superficial diminui com o aumento no comprimento da 

cadeia do ácido graxo, sendo mais acentuada a mudança para soforolipídeos com ácidos 

graxos menores (C10 e C12) (AHN; MORYA; KIM, 2016). Para alquil ésteres de soforolipídeos 

a relação também é inversa com o comprimento das cadeias dos alquil ésteres, onde o CMC 

diminui até 50% por CH2 adicionado a cadeia do alquil éster ,ou seja, o aumento da cadeia do 

alquil éster diminui o CMC (GLENNS; COOPER, 2006; ZHANG, L. et al., 2004). 

Soforolipídeos na forma lactônicas são surfactantes mais efetivos que as 

formas acídicas, o grau de acetilação também interfere nas propriedades superficiais. As 

formas diacetiladas são mais efetivas na redução da tensão superficial do que as lactônicas 

monoacetiladas (GLENNS; COOPER, 2006) ou seja com o aumento do grau de acetilação dos 

soforolipídeos ocorre uma diminuição do CMC (OTTO et al., 1999). Os soforolipídeos 

apresentam baixa capacidade emulsificante (CAVALERO; COOPER, 2003; COOPER; PADDOCK, 

1984) que aumenta com a diminuição da cadeia do ácido graxo (AHN; MORYA, Vivek Kumar; 

KIM, Eun-Ki, 2016).  

Os soforolipídeos mantém suas propriedades surfactantes ativas em altas 

concentrações salinas e em uma ampla faixa de temperaturas (COOPER; PADDOCK, 1984; 

ELSHAFIE, A. E. et al., 2015; HIRATA; RYU; IGARASHI; et al., 2009), mas em pHs acima de 8,0 
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perdem suas atividades pois pode ocorrer a hidrólise dos grupamentos acetila e ligações éster 

(ITO; KINTA; INOUE, 1980). A solubilidade dos soforolipídeos aumenta com o pH, devido a 

dissociação do grupamento ácido livre da forma acídica, ou seja, a forma acídica é mais 

hidrofílica que a forma lactônica, especialmente em pH mais elevados (HU, Y.; JU, 2001a, 

2001b). 

Os soforolipídeos apresentam baixa espumabilidade e estabilidade 

espumante, em uma ampla faixa de concentrações. Quando comparada a   outros surfactantes 

com características de supressoras de espumas, a espumabilidade dos soforolipídeos pode ser 

até dez vezes menores (HIRATA; RYU; IGARASHI; et al., 2009). A espumabilidade dos 

soforolipídeos diminui com o aumento da cadeia de ácidos graxo (AHN; MORYA; KIM, 2016). 

Esta baixa capacidade espumante pode ser devido à baixa adsorção, rápida difusão e ou 

grande área ocupada pela molécula na interface líquido/gás (HIRATA; RYU; IGARASHI; et al., 

2009).  

O poder detergente dos soforolipídeos é comparável e algumas vezes 

superior aos surfactantes comerciais. As propriedades detergentes e supressoras de espuma 

dos soforolipídeos praticamente não são alteradas em altas concentrações de Ca+2 e Mg+2 

(água dura). As atividades superficiais dos surfactantes contendo grupos carboxílicos 

geralmente dimininuem em água dura, pois estes grupamentos se ligam aos íons Ca+2 e Mg+2. 

Já os soforolipídeos não são afetados devido a formação de estruturas do tipo bola pelas 

formas acídicas e na porção hidrofílica os soforolipídeos não possuem grupamentos 

carboxílicos mas sim sefarose na porção hidrofílica (HIRATA; RYU; ODA; et al., 2009). 

2.10 APLICAÇÕES DOS SOFOROLIPÍDEOS 

Inúmeras propriedades favorecem e promovem a aplicação dos 

soforolipídeos em diversas áreas. Dentre estas propriedades podemos destacar: (a) alta 

biodegrabilidade e aceitabilidade ecológica;  (b) a combinação de baixa formação de espuma, 

alta detergência e alta eficiência surfactante em baixas concentração e (c) baixa citotoxicidade 

em suas concentrações efetivas (BAEK et al., 2003; SOLAIMAN et al., 2004). A toxicidade dos 

soforolipídeos é menor que a citotoxicidade da surfactina, que é um biossurfactante do tipo 

lipopeptídeo comercializado em formulações de cosméticos com baixíssima taxa de irritação 

da pele (KRIVOBOK et al., 1994; OTTO et al., 1999).  
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2.11 PRODUÇÃO DE SOFOROLIPÍDEOS 

Os soforolipídeos podem ser produzidos a partir de uma única fonte de 

carbono hidrofílica (carboidratos), contudo a produção irá aumentar consideravelmente se 

uma segunda fonte hidrofóbica de carbono (lipídeos, hidrocarbonetos, óleos vegetais e 

gorduras animais) for adicionada (ASMER et al., 1988; DAVILA, A.-M.; MARCHAL; 

VANDECASTEELE, J.-P., 1997; DAVILA, A. M.; MARCHAL; VANDECASTEELE, Jean-Paul, 1994). O 

teor, tipo e proporção das formas acídicas/lactônicas dos soforolipídeos produzidos 

dependem de diversos fatores como: cepa produtora, a composição do meio (fontes de 

carbono hidrofílicas e hidrofóbicas, fonte de nitrogênio e sais), condições ambientais 

(temperatura, pH, agitação, aeração e tempo) e o tipo de processo fermentativo empregado 

(batelada, batelada alimentada ou contínua).  

2.11.1 Fontes de Carbono 

2.11.1.1 Fontes hidrofílicas 

A principal fonte de carbono hidrofílica utilizada na produção de 

soforolipídeos é a glicose (BAJAJ, V.; TILAY; ANNAPURE, U., 2012). A utilização de outras fontes 

de carbono hidrofílicas não altera a estrutura dos soforolipídeos (sefarose), mas o nível de 

produção observado é sempre menor (KLEKNER; KOSARIC, N; ZHOU, Q. H., 1991; RIBEIRO, I. 

A.; BRONZE, Maria R; et al., 2012a). Quando utilizados outros mono ou dissacarídeos estes são 

metabolizados a glicose e a sefarose é sintetizada a partir da glicose oriunda da 

neoglicogenese (GÖBBERT; LANG; WAGNER, 1984). A lactose em particular não pode ser 

metabolizada pela Candida bombicola, impedindo o seu crescimento celular (ZHOU, Q. H.; 

KOSARIC, N, 1993). A ausência de capacidade para metabolização da lactose deve-se a 

ausência de um sistema transportador de lactose e ou da enzima galactosidase (DANIEL, H.-J.; 

REUSS, Matthias; SYLDATK, Christoph, 1998).  

A Tabela 7 mostra as diferentes fontes de carbono utilizadas na produção de 

soforolipídeos (fontes hidrofílicas simples e complexas, hidrofóbicas, subprodutos e resíduos). 

A utilização de fontes hidrofílicas complexas, quando comparadas a meios sintéticos 

promovem menores níveis de produção nas mesmas condições experimentais, contudo a 
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A afinidade enzimática por certos substratos depende do seu comprimento 

absoluto, ácidos graxos com comprimento entre 22,55–25,0 Å, como o ácido esteárico (C18:0) 

e ácido oleico (C18:1) são facilmente incorporados diretamente a estrutura dos 

soforolipídeos, enquanto que o ácido mirístico (C14:00) ou ácido láurico (C12:00) são ácidos 

graxos mais curtos que dificultam incorporação direta. A adição de substratos hidroxilados ou 

adição de substratos com estruturas similares aos ácidos esteárico e oleíco facilitam a 

incorporação direta (BOGAERT, I. N. A. VAN et al., 2011; BOGAERT, I. N. A. VAN; ZHANG, Jinxin; 

SOETAERT, 2011).   

Substratos como os alcanos precisam ser convertidos para ácidos graxos 

através da ω-oxidação, portanto os substratos similares a ácidos graxos são preferidos sobre 

os substratos parecidos com alcanos como os alquil ésteres (BOGAERT, I. N. A. VAN et al., 

2008; SAERENS, K. et al., 2009). A produção de soforolipídeos a partir de n-alcanos cresce com 

o aumento da cadeia na seguinte ordem C18>C16>C14>C12, C16 e C18 são diretamente 

incorporados, para os mais curtos ocorre um elongamento da cadeia do ácido graxo pela 

adição de 2, 4 ou 6 carbonos, sendo que também pode ocorrer incorporação direta, mas em 

uma menor proporção (DAVILA, A. M.; MARCHAL; VANDECASTEELE, Jean-Paul, 1994).  

Comparando-se a produção de soforolipídeos a partir de diversos ácidos graxos como fonte 

de carbono hidrofóbica como o ácido mirístico (C14:0), ácido palmítico (C16:0), ácido esteárico 

(C18:0), ácido oleico (C18:1), ácido linoleico (C18:2), ácido linolênico (C18:3) e eicasonóico 

(C20:0). O aumento no comprimento da cadeia de ácido até C18 resulta em um significante 

aumento na produção de soforolipídeos, uma queda é observada com C20:0 

(C18>C16>C20>C14).  

O grau de insaturação do ácido graxo adicionado ao meio afeta a produção 

de soforolipídeos. Ácidos graxos saturados (C18:0), diminuem a produção quando 

comparados aos monoinstarudos (C18:1). Quando o número de insaturações cresce a 

produção de soforolipídeos diminui (C18:1 > C18:0 > C18:2 > C18:3) (FELSE et al., 2007). 

Substratos hidrofóbicos com cadeia curta (C10 a C14) como ácidos graxos e 

seus ésteres e álcoois primários não são incorporados diretamente na estrutura dos 

soforolipídeos mas sim degradados e utilizados pela via de novo para a síntese de ácidos 

graxos C16 e C18 e posterior incorporação a estrutura dos soforolipídeos. Já alcoois 

secundários (ω-1 hidroxilados) 2-dodecanol (12C), 2-tetradecanol (14C) e 2-hexadecanol 

(C16), permitem a incorporação direta e um aumento na produção de soforolipídeos 
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(BRAKEMEIER et al., 1995; BRAKEMEIER; WULLBRANDT, D; LANG, 1998; BRAKEMEIER; 

WULLBRANDT, Dieter; LANG, 1998). 

A adição de substratos ω-hidroxilados permitem a incorporação direta na 

estrutura dos soforolipídeos independente do comprimento de sua cadeia, já substratos não 

hidroxilados como ácido dodecanóico (C12) a incorporação direta não ocorre. Substratos com 

grupamento carboxílico terminal como dodecil glutarato e éster de malonato são substratos 

com maior grau de incorporação sobre substratos com grupamentos alquil terminal com 

pentenil dodecanato e dodecil pentanoato (BOGAERT, I. N. A. VAN et al., 2011; BOGAERT, I. 

N. A VAN et al., 2011).  

A produção de soforolipídeos a partir de óleos vegetais como canola, girassol 

e palma é sempre menor se comparada a seus respectivos ésteres, uma vez que os ésteres 

podem ser facilmente hidrolisados, fornecendo os ácidos graxos precursores e uma fonte de 

energia, no caso dos óleos a hidrólise dos glicerídeos parece ser uma etapa limitante para a 

produção de soforolipídeos. A produção a partir de óleos vegetais sempre exibem um maior 

nível de formas lactônicas diacetiladas do que os produzidos a partir de seus ésteres, embora 

seus ésteres apresentem uma maior taxa de produção. Um maior teor de ácidos graxos poli-

insaturados promove a produção de soforolipídeos na forma acídica (DAVILA, A. M.; 

MARCHAL; VANDECASTEELE, Jean-Paul, 1994). 

A adição de substratos hidrofóbicos com cadeias mais longas como metil 

éster de ácido erúcico (C22:0) e óleo de canola enriquecido com metil éster de ácido erúcico 

(54% de ácido docosenóico C22:0 e ácido docosadienóico C22:2) leva a consequente produção 

de soforolipídeos de cadeia mais longa, demonstrando a incorporação direta destes ácidos 

graxos na estrutura dos soforolipídeos. A metil esterificação destes substratos, promove a 

produção de soforolipídeos principalmente na forma acídica (SHIN, J.-D. et al., 2010).  

2.11.2 Fontes de Nitrogênio 

Os microrganismos produtores de soforolipídeos podem metabolizar tanto 

fontes orgânicas como inorgânicas de nitrogênio. Diversos autores já avaliaram fontes 

inorgânicas como NH4NO3 (MCCAFFREY; COOPER, 1995), NaNO3 (COOPER; PADDOCK, 1984; 

RIBEIRO, I. A. C. et al., 2015), (NH4)2SO4 (RAU et al., 2001; RIBEIRO, I. A.; BRONZE, Maria R.; et 

al., 2012), NH4Cl (KURTZMAN et al., 2010), fontes orgânicas como extrato de levedura (CASAS, 
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J.A.; GARCÍA DE LARA; GARCÍA-OCHOA, 1997), extrato de malte, extrato de peptona e peptona 

de soja (RISPOLI; BADIA; SHAH, Vishal, 2010) para a produção de soforolipídeos. Algumas 

fontes complexas que contem nitrogênio além de carbono também foram utilizadas para a 

produção de soforolipídeos, como extrato de malte (SHAH, S.; PRABHUNE, A. A., 2007) e 

milhocina (DAVILA, A. M.; MARCHAL; VANDECASTEELE, Jean-Paul, 1994). 

De todas as fontes de nitrogênio avaliadas o extrato de levedura é a melhor 

fonte de nitrogênio utilizada para a produção de biomassa e produção de soforolipídeos 

(CASAS, J.A.; GARCÍA DE LARA; GARCÍA-OCHOA, 1997). O extrato de levedura é empregado 

como fonte de N, vitaminas, elementos traços como zinco, magnésio e ferro. O extrato de 

levedura possui um efeito linear negativo na produção de soforolipídeos, enquanto que a 

interação entre glicose e extrato de levedura tem um efeito positivo, pois uma alta 

concentração de extrato de levedura depleta a fonte de glicose para promover o crescimento 

do microrganismo. Em baixas concentrações (1 g/L) a produção de soforolipídeos é estimulada 

(CASAS, J.A.; GARCÍA DE LARA; GARCÍA-OCHOA, 1997; CASAS, José A; GARCÍA-OCHOA, 1999).  

Os valores encontrados na literatura para o extrato de levedura são de 1 g/L 

(BAJAJ, V.; TILAY; ANNAPURE, U., 2012; GARCÍA-OCHOA; CASAS, José A, 1999); 2 g/L 

(DAVEREY; PAKSHIRAJAN, 2010); 3 g/L (ZHOU, Q. H.; KLEKNER; KOSARIC, Naim, 1992); 4 g/L 

(ZHOU, Q.-H.; KOSARIC, Naim, 1995) e 5 g/L (COOPER; PADDOCK, 1984). A variações 

observadas devem-se as diferentes condições experimentais, diferentes fontes de carbono, 

como por exemplo fontes de carbono complexas (DAVEREY; PAKSHIRAJAN, 2010) ou adição 

de outra fontes de N na forma inorgânica (MCCAFFREY; COOPER, 1995). 

A utilização de uréia como única fonte de nitrogênio limita o crescimento 

celular, pois outros elementos essenciais para o crescimento celular como ácido pantotênico, 

tiamina, pirodoxina que são fornecidos juntamente com o extrato de levedura, não estão 

presentes (COOPER; PADDOCK, 1984; ZHOU, Q. H.; KLEKNER; KOSARIC, Naim, 1992). O extrato 

de levedura pode ser substituído por peptona, mas ocorre um decréscimo na produção de 

biomassa e consequentemente soforolipídeos (COOPER; PADDOCK, 1984). A utilização de 

peptona suplementada com uréia favorece a produção de biomassa (RIBEIRO, I. A.; BRONZE, 

Maria R.; et al., 2012). 

O extrato de malte apresenta influência positiva para a produção de 

soforolipídeos, já peptona e extrato de levedura apresentam influência negativa e uréia 

praticamente não influencia na produção de soforolipídeos. De todas as fontes orgânicas com 
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exceção do extrato de malte, são fontes com altas proporções Nitrogênio/Carbono, portanto 

qualquer aumento na concentração destas fontes poderá diminuir a produção de 

soforolipídeos, já o extrato de malte tem altas proporções de carbohidratos diminuindo a 

relação Nitrogênio/Carbono aumentando a produção de soforolipídeos (RISPOLI; BADIA; 

SHAH, Vishal, 2010). 

A omissão de fontes de nitrogênio como extrato de levedura, utilizando 

fontes de carbono e nitrogênio combinada como, por exemplo, melaço de soja, uma menor 

produção é observada, mas justificada pela redução do custo do meio de fermentação 

(SOLAIMAN et al., 2007). Quando utilizado melaço de cana de açúcar e óleo de soja a produção 

de soforolipídeos foi maior sem a adição de extrato de levedura, mostrando que é possível de 

se eliminar fontes de N desnecessárias (extrato de levedura, uréia), com finalidade de diminuir 

custo e muitas vezes aumentar a produção, dependendo do tipo de substratos utilizados no 

processo fermentativo (PAKSHIRAJAN; SUMALATHA, 2010).  

O tipo de fonte de nitrogênio e a sua concentração influencia na estrutura 

dos soforolipídeos obtidos e na razão de formas acídicas/lactônicas. Concentrações de extrato 

de levedura menores que 5 g/L favorece a formação de formas lactônicas e em concentrações 

mais elevadas as frações acídicas aumentam. Menores concentrações de extrato de levedura 

e longos tempos de fermentação aumentam os teores de formas lactônicas produzidas, 

independentemente do método de fermentação utilizado (CASAS, José A; GARCÍA-OCHOA, 

1999). A omissão de extrato de levedura e uréia diminuem a produção de formas lactônica 

(SOLAIMAN et al., 2007), em contraste quando aos produzidos na presença (SOLAIMAN et al., 

2004). A produção de formas acídicas diacetiladas são favorecidas pela substituição da uréia 

pelo NaNO3, possivelmente pelo atraso da fase estacionária, pois as formas acídicas são 

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

2.11.3 Sais Minerais 

Alguns sais minerais são essenciais para o crescimento e metabolismo 

microbiano, geralmente os meios de cultura utilizados para a produção de soforolipídeos, 

quando suplementados com sais minerais contêm KH2PO4, MgSO4, MgCl2, NaCl and CaCl2. 

Existem poucos estudos que avaliam a influência dos sais na produção de soforolipídeos. 

A suplementação do meio com KH2PO4, além da fonte de nitrogênio possui 
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grande influência na produção de biomassa, já o MgCl2 não influencia a produção de biomassa 

e soforolipídeos (CASAS, J.A.; GARCÍA DE LARA; GARCÍA-OCHOA, 1997). Para a produção de 

soforolipídeos K2HPO4 é uma melhor fonte de fósforo que o KH2PO4. CaCl2 influencia 

positivamente e MgCl2 influência negativamente a produção de soforolipídeos (RISPOLI; 

BADIA; SHAH, Vishal, 2010). 

2.11.4 Parâmetros fermentativos – Temperatura 

Os processos fermentativos para a produção de soforolipídeos ocorrem na 

temperatura de 25 a 30˚C. A temperatura ótima para a produção de soforolipídeos varia de 

acordo com as condições experimentais empregadas e estabelecidas pelos diversos autores. 

Uma das condições experimentais é o método fermentativo empregado, como batelada a 

25oC, batelada alimentada a 27oC e bioreator a 30oC (MORYA, V K et al., 2013).  

A temperatura ótima para a produção de soforolipídeos por Células em 

repouso é de 21˚ C, mas por questões técnicas (tomada de amostras e adição de óleo) a 

temperatura de 30˚ C é utilizada (GÖBBERT; LANG; WAGNER, 1984). Para Desphande e Daniels 

(1995) o crescimento é máximo a 30˚ C, mas a produção de soforolipídeos é melhor a 27˚ C 

(DESHPANDE; DANIELS, 1995). Davila, Marchal e Vandesateele demonstram que produção de 

soforolipídeos decresce na seguinte ordem de temperatura 25 > 28,5 > 32,5 > 37,0˚ C (DAVILA, 

A.-M.; MARCHAL; VANDECASTEELE, J.-P., 1997). 

  

2.11.5 Parâmetros fermentativos – pH 

O pH desempenha um importante papel na eficiência enzimática e a 

produção de soforolipídeos pode ser afetada como resultado das diferenças da especifidade 

enzima-substrato (ASHBY; SOLAIMAN; FOGLIA, T. A., 2008). O crescimento da Candida 

bombicola e produção de soforolipídeos está associada ao uma forte queda de pH. Durante a 

fase exponencial de crescimento o pH diminui de valores de 6,0 para valores mais ácidos entre 

2,6 e 4,0. Esta queda de pH é promovida devido ao consumo da fonte de nitrogênio e geração 

de ácidos orgânicos (ALBRECHT; RAU; WAGNER, 1996; ASHBY; SOLAIMAN; FOGLIA, T. A., 2008; 

DAVEREY; PAKSHIRAJAN, 2009a; RAU; MANZKE; WAGNER, 1996). 



38 

Para a produção de soforolipídeos inicialmente o pH inicial deve ser ajustado 

para valores entre 5,0 e 6,0 para promover o crescimento celular e posterior durante a fase 

estacionária é controlado através da adição de ácidos ou bases visando manter o pH estável 

em 3,5 durante a produção de soforolipídeos (DANIEL, H. J. et al., 1999; GÖBBERT; LANG; 

WAGNER, 1984; HU, Y.; JU, 2001b; MORYA, V K et al., 2013). Embora alguns autores não 

controlem as condições de pH para a produção de soforolipídeos (ASMER et al., 1988; 

KLEKNER; KOSARIC, N; ZHOU, Q. H., 1991), a produção sob condições controladas de pH pode 

promover um aumento de até 27,6% na produção de soforolipídeos (DAVEREY; PAKSHIRAJAN, 

2010).  

Os soforolipídeos são produzidos em processos fermentativos muito longos 

(240 horas de fermentação), mas,  a produção em condições ácidas (pH=3,5) e a ação 

antimicrobiana dos soforolipídeos dimiminuem a possibilidade de contaminação do meio de 

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

2.11.6 Parâmetros fermentativos - Aeração e Oxigenação 

O oxigênio é essencial não somente durante a fase exponencial, mas 

também boas condições de aeração são essenciais para a biossíntese de soforolipídeos, pelo 

menos por uma enzima envolvida na biossíntese a citocromo P450 monooxigenase que 

necessita de oxigênio molecular para sua atividade (BOGAERT, I. N. A. VAN; ZHANG, Jinxin; 

SOETAERT, 2011).   

Geralmente altos níveis de oxigenação resultam no aumento da produção 

de soforolipídeos, este aumento é mais pronunciado quando volumes menores de meio são 

utilizados, contudo, altos níveis de agitação com baixos volumes de meio, diminuem a 

formação de soforolipídeos. Portanto, existe uma faixa ótima de oxigenação para a produção 

de soforolipídeos, que pode ser definida em termos de taxa de transferência de oxigênio. Em 

batelada alimentada com frascos agitados a aeração ótima está entre 50 e 80 mM O2.L–1.h–1. 

(GUILMANOV et al., 2002).  

A aeração influência na estrutura dos soforolipídeos, altos níveis de aeração 

durante o processo fermentativo, levam a ausência de formas desacetiladas e formação de 

altas proprorções de formas diacetiladas, além de aumentar a fração de formas lactônicas 

(RATSEP; SHAH, Vishal, 2009). O ajuste nas condições de oxigenação nos períodos iniciais da 



39 

produção pode controlar o grau de insaturação do soforolipídeo, baixos níveis de oxigenação 

podem aumentar a proporção de soforolipídeos saturados (GUILMANOV et al., 2002).   

2.11.7 Parâmetros fermentativos - Processo Fermentativo 

O tipo de processo fermentativo (batelada, batelada alimentada, contínuo) 

influencia na produção de soforolipídeos. A produção em batelada em frascos agitados (shake 

flasks) é utilizada para a produção em pequena escala, ideal para estudos iniciais de produção, 

com volume de meio inicial de 20% do volume nominal do frasco (DAVEREY; PAKSHIRAJAN, 

2009b; KIM, Youg-Bum; YUN; KIM, Eun-Ki, 2009) ou em larga escala em biorreatores (DANIEL, 

H. J. et al., 1999; SHAH, Vishal; JURJEVIC; BADIA, 2007). 

As maiores produções descritas na literatura são obtidas em biorreator 

trabalhando-se na forma de batelada alimentada, produções estas de 300 g/L  (RAU et al., 

2001), 365 g/L (KIM, Youg-Bum; YUN; KIM, Eun-Ki, 2009), 422 g/L (OTTO et al., 1999), e maior 

que 400 g/L (PEKIN, Gülseren; VARDAR-SUKAN; KOSARIC, Naim, 2005). Casas, García-Ochoa 

(1999) avaliando a produção por batelada, batelada alimentada e células em repouso 

observaram que a produção de soforolipídeos em biorreator é até seis vezes maiores que a 

batelada em frascos agitados, fato este principalmente devido a melhor aeração promovida 

pelo biorreator (CASAS, José A; GARCÍA-OCHOA, 1999).  

A adição controlada do substrato hidrofóbico previne o efeito inibitório dos 

ácidos graxos no crescimento celular e na produção de soforolipídeos. Etil ésteres de óleo de 

canola adicionados ao meio de fermentação aumentou a produção de soforolipídeos de 20 

g/L para 317 g/L, e também influenciou a mistura de soforolipídeos produzidos, ou seja, na 

distribuição das formas ácidas, lactônicas e no grau de acetilação (DAVILA, A.-M.; MARCHAL; 

VANDECASTEELE, J.-P., 1997). A adição de substratos hidrofóbicos em excesso leva a formação 

de soforolipídeos com aspecto viscoso (formas lactônicas) que requerem lavagens adicionais, 

ao passo que a adição controlada de substrato lipídico produz soforolipídeos na forma de 

precipitados microcristalinos (formas acídicas), relativamente mais simples de coletar e 

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

A imobilização celular compreende a adesão/confinamento de células 

microbianas viáveis dentro de uma determinada matriz de forma a limitar sua migração 

preservando suas atividades catalíticas. É um processo que ocorre naturalmente em muitos 

habitats. A adesão de microrganismos a superfícies e a formação de biofilmes são 

considerados processos de auto-imobilização e desempenham um importante papel na 

ecologia microbiana e patogenicidade (KAREL; LIBICKI; ROBERTSON, 1985). 

Nos últimos anos aumentou o interesse na imobilização de microrganismos 

em suportes inertes, uma vez que esta técnica oferece diversas vantagens sobre a 

fermentação com células livres como: (a) - aumento da produtividade, uma vez que a maior 

concentração de células microbianas imobilizadas permite uma maior eficiência na síntese de 

metabólitos; (b) redução de custos de manutenção dos reatores pois não ocorrem problemas 

de adesão de células aos eletrodos, ductos e sensores; (c) simplifica e reduz custos no  

processo de “downstream” ; (d) facilita a recuperação das células a reutilização das mesmas; 

(e) não ocorre o processo de “washout” em processos contínuos; (f) aumento da tolerância 

para altas concentrações de substratos e redução da inibição devido aos produtos formados;  

(g) redução dos riscos de contaminação microbiana devida as altas densidades celulares (f) 

proteção das células contra substâncias tóxicas e ou altas concentrações de substrato 

presente no meio (DEVI; SRIDHAR, 2000; KOURKOUTAS et al., 2004; ZHAO, J.; XIA, L., 2010; 

ZHOU, L. C. et al., 2009). 

2.12.1 Tipos de Imobilização Celular 

A imobilização celular apresenta algumas desvantagens como: (a) o 

processo de imobilização pode ser oneroso; (b) existem limitações com relação a transferência 

de massa (oxigênio, substratos e nutrientes) e (c) pode ocorrer o rompimento da matriz de 

imobilização devido ao crescimento celular e liberação de gases (CHUNG, T. P.; TSENG; JUANG, 

2003; RAZMOVSKI, Radojka; MILANOVIC, 2009; RAZMOVSKI, Radojka; VUČUROVIĆ, Vesna, 

2012). Contudo essas limitações podem ser contornadas pela escolha correta do método e 

suporte de imobilização. O avanço das técnicas de imobilização celular e desenvolvimento de 

novos tipos de suporte permite que o processo de imobilização celular protega a célula e 
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enzimas de condições adversas/extremas de: agitação, pH, temperatura, assepsia, presença 

de sais, solventes e inibidores. Condições estas que células não imobilizadas não suportariam 

(CHÁVARRI et al., 2010; LOH; CHUNG, T.-S.; ANG, 2000; VERBELEN et al., 2006). Os métodos 

de imobilização podem ser divididos em quatro grandes grupos (Figura 10): Imobilização em 

superfície de suporte, Aprisionamento em matriz porosa, Floculação celular e Contenção 

mecânica por barreira. 

2.12.1.1 Imobilização em superfície de suporte 

A imobilização é realizada pela adsorção física entre as células e o suporte 

sólido, estando envolvidas forças de baixa energia como forças van der Walls ou interações 

hidrofóbicas ou iônicas de maior energia como ligações iônicas e covalentes (Figura 10a). A 

adsorção pode ser induzida por compostos como glutaraldeído, óxidos metálicos. É um 

método simples, de baixo custo e o suporte pode ser reutilizado. Entretanto pode ocorrer a 

dessorção das células devido a variações de pH, temperatura e força iônica do meio (KAREL; 

LIBICKI; ROBERTSON, 1985; KOURKOUTAS et al., 2004). Diversos suportes podem ser 

utilizados para imobilização como vidro (SILVA, S. S. et al., 2003), bagaço de cana-de-açúcar 

(SANTOS, J. C. et al., 2005), palha de milho(ZHANG, Y. et al., 2009) e celulose (RAZMOVSKI, R; 

PEJIN, 1996).  

2.12.1.2 Aprisionamento em matriz porosa 

O aprisionamento em matriz porosa baseia-se na adição de células dentro 

de uma malha rígida ou semi-rígida que aprisionam as células impedindo sua difusão para o 

meio de cultura. Forma-se uma rede ou malha que envolve todas as células, esta malha 

permite a transferência de massa de metabólitos, nutrientes e gases entre o meio e as células. 

Existem dois métodos de aprisionamento. No primeiro, as células são difundidas para uma 

matriz porosa pré-formada, com o crescimento celular as células são efetivamente 

aprisionadas na matriz. No segundo método, a matriz é formada em torno das células a serem 

imobilizadas (Figura 10b). AS malhas são formadas através de extrusão ou emulsificação, por 

temperatura (ágar, agarose e carragenana)  ou por ionização (álcool polivinílico, alginato e 

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

A floculação celular é uma característica intrínseca das células microbianas. 

As células se agregam e floculam para formar aglomerados ou sedimentos, ligando-se umas 

as outras sem a necessidade de um suporte.  O processo de floculação pode ser natural ou 

induzido por agentes floculantes ou reticulantes (Figura 10c). Os agregados formados pela 

floculação tornam possível o seu potencial uso em bioreatores como: bioreatores de leito 

empacotado, de tanque agitado contínuo e de leito fluidizado. Como não existe um suporte 

de imobilização a instabilidade e baixa resistência a tensão de cisalhamento são suas principais 

desvantagens. A floculação celular é utilizada para a produção de penicilina por Penicillium 

chrysogenum (GARCÍA-MARTÍNEZ et al., 2011), de ácido cítrico pelo fungo Aspergillus niger 

(PAPAGIANNI; MATTEY, 2006) e fabricação de etanol e cerveja pela levedura Saccharomyces 

cerevisiae (HE, L. Y.; ZHAO, X. Q.; BAI, F. W., 2012). 

2.12.1.4 Contenção mecânica por barreiras 

A contenção mecânica por barreiras é baseada no confinamento da célula 

entre duas membranas permeáveis. A contenção pode ocorrer através: a) microencapsulação 

(aprisionamento de células em uma microcápsula), b) microencapsulação interfacial 

(imobilização de células em uma superfície de dois líquidos imiscíveis) e c) contenção por 

membranas microporosas (confinamento de células por membranas porosas permeáveis) 

(Figura 10d). Esta técnica é amplamente utilizada na reciclagem de células e fermentações 

contínuas. As principais desvantagens da contenção por membranas microporosas são as 

limitações de transferência de massa e possível obstrução de membrana causada pelo 

crescimento celular no interior da mesma (KAREL; LIBICKI; ROBERTSON, 1985; KOURKOUTAS 

et al., 2004).   
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3 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS 

3.1 JUSTIFICATIVA 

Todos os processos fermentativos descritos na literatura até o presente 

momento sobre a produção de soforolipídeos referem-se a fermentação submersa em 

batelada e batelada alimentada conduzidas em frascos agitados, bioreatores ou fermentação 

em estado sólido. Não existem relatos sobre o processo de produção de soforolipídeos através 

de imobilização celular. A proposta de um novo método de produção para os soforolipídeos 

pode ser um fator a mais a auxiliar na diminuição dos custos de produção.  
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3.2 OBJETIVOS 

3.2.1 Objetivo Geral 

Considerando-se: as diversas vantagens que os soforolipídeos apresentam 

sob os surfactantes; o amplo campo de aplicação dos soforolipídeos e os altos custos para a 

produção dos soforolipídeos. O presente trabalho teve por objetivo principal desenvolver e 

avaliar produção de soforolipídeos por Candida bombicola ATCC® 22214™ através do processo 

de imobilização celular em alginato de cálcio. 

3.2.2 Objetivos Específicos 

- Definir o meio de fermentação inicial para a produção de soforolipídeos; 

-Determinar as condições iniciais do processo de imobilização (concentração 

de alginato de sódio, concentração de células imobilizadas, concentração de cloreto de cálcio, 

tempo de cura); 

- Avalair o comportamento das células imobilizadas e a produção de 

soforolipídeos através de curva de produção; 

- Determinar os ciclos de reutilização das células imobilizadas; 

- Otimizar a produção de soforolipídeos; 

- Determinar as estruturas dos soforolipídeos produzidos; 

- Avaliar por microscopia eletrônica de varredura a imobilização celular em 

esferas de alginato. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 MICRORGANISMO E MANUTENÇÃO 

O microrganismo utilizado para a produção de soforolipídeos foi levedura 

Candida bombicola (ATCC® 22214™), obtida da American Type Culture Collection (ATCC), 

Manassas, USA (2013). A cepa foi mantida em placas de petri, em meio de manutenção (item 

4.3.1),  conservadas sobre refrigeração a 4o C e repiques mensais (BAJAJ, V.; TILAY; 

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

4.2 ESTERILIZAÇÃO DE MEIOS E MATERIAIS  

Todos os meios e materiais utilizados foram esterilizados em autoclave a 

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

4.3 MEIOS E CONDIÇÕES DE CULTIVO 

4.3.1 Meio de Manutenção 

O meio de manutenção da cepa continha em g/L: 10 de glicose, 3 de extrato 

de levedura, 5 de peptona e 20 de ágar, com pH final ajustado para 6,0 +/- 0,2 (BAJAJ, V.; 

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

4.3.2 Meio de Obtenção de Inóculo 

O meio de obtenção de inóculo continha em g/L: 100 de glicose, 10  de 

extrato de levedura e 1 de uréia (BAJAJ, V.; TILAY; ANNAPURE, U., 2012; DAVEREY; 

PAKSHIRAJAN, 2009a). 

4.3.3 Parâmetros do Processo Fermentativo  

Todos os ensaios de fermentação foram realizados por batelada simples, em 

frascos Erlenmeyers de 125 mL com 25 mL de meio, com pH final do meio ajustado para para 

6,0 +/- 0,2, incubados em shaker orbital à 200 rpm e temperatura de 30o C. 
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4.3.4 Reativação das Células e Obtenção do Inóculo 

Para a  reativação celular, uma 1 alça das células mantidas no meio de 

preservação (item 4.1) foram inoculadas no meio de obtenção de inóculo  (item 4.3.2) e 

incubadas por 24 horas. Ao final de 24 horas foi realizado um novo repique na proporção de 

10% (vda reativação celular/vdo meio de obtenção de inóculo) no meio de obtenção de inóculo  (item 4.3.2) e 

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

4.3.5 Biomassa para Imobilização 

A biomassa para imobilização foi obtida através da realização de uma  

fermentação para obtenção do inóculo (item 4.3.4). Ao final de 48 horas a fermentação foi 

interrompida por centrifugação a 8000 rpm, 4 oC por 10 minutos, o sobrenadante foi 

descartado e a biomassa lavada com salina 0,9% em condições estéreis, o procedimento de 

lavagem foi repetido por três vezes.  A biomassa úmida obtida foi utilizada no processo de 

imobilização, na determinação da concentração de células a serem imobilizadas foi utilizado 

uma curva de correlação entre biomassa seca por biomassa úmida (VILELA et al., 2013). 

4.3.6 Preparo das Esferas de Alginato de Cálcio  

Para a obtenção das esferas com células imobilizadas, o alginato de sódio, 

na concentração de 25 g/L foi adicionado lentamente em água deionizada sobre agitação para 

que não ocorresse a formação de grumos. Após a completa dissolução a solução foi autoclava 

e deixada em repouso a 4 oC por 24 horas para completa desaeração. 

Após as 24 horas, 50 g de células (biomassa úmida) foi adicionada 

lentamente a solução de alginato de sódio para obtenção de uma suspensão homogênea. 

Através de uma bomba peristáltica essa suspensão foi gotejada em uma solução de CaCl2 0,1 

mol/L para que ocorresse a gelatinização. Posteriormente, as esferas foram mantidas em uma 

solução de CaCl2 sob agitação a 4o C por 24 horas até completa gelatinização, também 

denominada de tempo de cura. As esferas com células imobilizadas obtidas foram lavadas 3 

vezes com solução salina a 0,9%, para retirada de materiais em supensão e céluas não 

aderidas. (CIANI et al., 2015; RAZMOVSKI, Radojka; MILANOVIC, 2009; RAZMOVSKI, R; 

VUČUROVIĆ, V., 2011). 
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4.4 FERMENTAÇÕES  

Foram realizadas três tipos de fermentação por batelada simples em frascos 

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

4.4.1 Produção de Soforolipídeos por Células Livres 

Os ensaios foram realizados em triplicata no meio de fermentação contendo 

em g/L: glicose - 100, óleo de girassol - 100 e extrato de levedura 1,0;  inóculo de 0,1 g/L e 

tempo de fermentação de 192 horas. A cada 24 horas de fermentação, os cultivos foram 

interrompidos (item 4.5) e realizadas as análises do acompanhamento das fermentações (item 

4.7). 

4.4.2 Produção de Soforolipídeos por Células em repouso 

Os ensaios foram realizados em triplica no meio de fermentação contendo  

em g/L: glicose - 100, óleo de girassol - 100 e extrato de levedura 0,1;  inóculo de 5,0 g/L e 

tempo de fermentação de 192 horas. A cada 24 horas de fermentação, os cultivos foram 

interrompidos (item 4.5) e realizadas as análises do acompanhamento das fermentações (item 

4.7). 

4.4.3 Produção de soforolipídeos por Células Imobilizadas  

Para o desenvolvimento do processo de imobilização celular de Candida 

bombicola em alginato de cálcio, avaliação da eficiência do processo de imobilização e 

produção de soforolipídeos foram realizados os seguintes experimentos. 

4.4.3.1 Definição do meio de fermentação inicial  

No ensaio para a definição do meio de fermentação inicial, manteve-se fixo 

o valor da concentração de glicose (100 g/L), do óleo de girassol (100 g/L). As concentrações 

de extrato de leveduras avaliadas foram de 0,0 ([N]=0,0);  0,1 ([N]=0,1); 0,5 ([N]=0,5) e 1,0 g/L 

([N]=1,0), os valores do parâmetro avaliado e dos fixados do processo de imobilização são 
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4.4.3.6 Cinética da produção de soforolipídeos 

Após a avaliação e padronização dos fatores que influenciam no processo de 

imobilização celular (meio de fermentação inicial, concentração de células imobilizadas, 

concentração de alginato de sódio, concentração de cloreto de cálcio e tempo de cura). A 

produção de soforolipídeos por células imobilizadas foi realizada com o objetivo de avaliar a 

cinética de produção. Os parâmetros utilizados neste ensaio foram: meio de fermentação 

contendo em g/L: 100 de glicose, 100 de óleo de girassal e 0,1 de extrato de levedura, inóculo 

de 10% (volume de esferas/volume do meio de fermentação), concentração de células 

imobilizadas de 50 g/L, concentração de alginato de sódio de 30 g/L, concentração de cloreto 

de cálcio de 0,1 g/L, tempo de cura de 24 horas  e tempo de fermentação de 192 horas. O 

experimento foi realizado em triplicata. A cada 24 horas de fermentação, os cultivos forma 

interrompidos (item 4.5) e realizadas as análises de acompanhamento das fermentações (item 

4.7). 

 

4.4.3.7 Otimização da produção de soforolipídeos 

A otimização da produção de soforolipídeos por células imobilizadas foi 

realizada através de um delineamento fatorial fracionado do tipo 34-1 com três repetições no 

ponto central. Foram otimizadas as concentrações das variáveis glicose, óleo de girassol, 

K2HPO4 e CaCl2. A Tabela 14 mostra o planejamento fatorial com as variáveis com seus valores 

codificados e decodificados. Os parâmetros utilizados neste ensaio foram: inóculo de 10% 

(v/v), concentração de células imobilizadas de 50 g/L, concentração de alginato de sódio de 

30 g/L, concentração de cloreto de cálcio de 0,1 mol/L, tempo de cura de 24 horas  e tempo 

de fermentação de 96 horas. Ao final os cultivos foram interrompidos (item 4.5) e realizadas 

as análises de acompanhamento das fermentações (item 4.7). 
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4.4.3.9 Produção de soforolipídeos nas condições otimizadas 

Foi realizada uma fermentação utilizando as condições otimizadas para a 

produção de soforolipídeos. Os parâmetros do processo fermentativo utilizados neste ensaio 

foram:  meio de fermentação em g/L (30 de glicose, 30 de óleo, 4,5 de K2HPO4 e 4,5 de CaCl2;  

inóculo de 10% (v/v); concentração de células imobilizadas de 50 g/L; concentração de 

alginato de sódio de 30 g/L; concentração de cloreto de cálcio de 0,1 mol/L; tempo de cura de 

24 horas  e tempo de fermentação de 96 horas.  

No início da fermentação (tempo 0 horas) e no final da fermentação (tempo 

96 horas) foram selecionadas 30 esferas com células imobilizadas para caracterização física 

das esferas com células imobilizadas por microscopia eletrônica de varredura (item 4.8). Os 

soforolipídeos extraidos desta fermentação foram utilizados para a caracterização estrutural 

(item 4.9). 

4.5 INTERRUPÇÃO DOS CULTIVOS 

Ao final das fermentações as esferas foram coletadas com peneira e 

submetidas a dissolução com citrato de sódio 0,5M  por 30 minutos, as células foram 

recuperadas por centrifugação a 8000 rpm 4o C por 10 minutos, o sobrenadante foi descartado 

e a biomassa foi quantificada e denominada de biomassa imobilizada (Xi) (item 4.7.6.2) 

(PEREIRA et al., 2014). O meio sem as esferas foi centrifugado a 8000 rpm 4o C por 10 minutos. 

A biomassa obtida foi quantificada e denominada de biomassa livre (Xf) (item 4.7.6.1). Antes 

do sobrenadante ser submetido a extração dos soforolipídeos e óleos residuais (item 4.6) 

retirou-se uma alíquota de 1000 uL para dosagens de açúcares totais (item 4.7.2) 

4.6 EXTRAÇÃO DOS SOFOROLIPÍDEOS E ÓLEOS RESIDUAIS 

O sobrenadante obtido da interrupção do cultivo (item 4.5) foi adicionado 

ao funil de separação e submetido a três extrações com 25 mL de acetato de etila. A fase 

orgânica foi transferida para balão de fundo redondo e rotoevaporado a 50o C, 510 mmHg. 

Após rotaevaporação, o balão contendo os soforolipídeos e o óleo residual foi lavado com 25 

mL de metanol:H2O 4:1 e 25 mL de hexano. As duas fases foram separadas em funil de 

separação e transferidos para cadinhos de aluminio previamente tarados e secos a 60 oC até 
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peso constante, para a determinação gravimétrica dos soforolipídeos e óleos residuais 

respectivamente (LANGER et al., 2006; PALME et al., 2010; SAMAD et al., 2014).  

4.7 ACOMPANHAMENTO DAS FERMENTAÇÕES 

4.7.1 pH  

Os pHs dos reagentes, meios e fermentaçãos foram determinados através 

de análise potenciométrica. Dois parâmetros analíticos cinéticos são derivados da 

determinação do pH, o pHi = pH Inicial do meio de fermentação e o pHf = pH final do meio de 

fermentação . 

4.7.2 Consumo de Açúcares (Sa) 

Os açúcares totais presentes no sobrenadante (item 4.5) foram dosados pelo 

método de Fenol-Sulfúrico (DUBOIS et al., 1956). O Consumo de Açúcares (Sa  expresso em 

g/L) foi calculado através da diferença entre a concentração de açúcares totais inicial e a 

concentração de açúcares totais residuais.  

4.7.3 Consumo de Óleo de Girassol (So) 

A quantificação do óleo residual foi realizada por análise gravimétrica da 

fase do hexano do processo de extração (item 4.6) (LANGER et al., 2006; PEREIRA et al., 2014; 

SAMAD et al., 2014). Através da diferença entre a concentração de óleo inicial e a de óleo 

residual foi calculado o Consumo de Óleo de Girassol (So expresso em g/L).  

4.7.4 Consumo de Carbono Total (ST) 

A quantificação do consumo de carbono total (ST, g/L) foi calculada através 

da soma do consumo de açúcares Sa (item 3.7.2) e consumo de óleo de girassol So (item 4.7.3) 

(Equação 1) (FELSE et al., 2007; SHAH, Vishal; JURJEVIC; BADIA, 2007). 

  (Equação 1) 
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lavadas 3 vezes novamente com tampão cacodilato 0,1M e desidratadas com álcool etílico a 

30%, 50%, 70%, 90% e 100% por 10 minutos cada.  

Após a desidratação, as amostras foram secas por ponto crítico no 

equipamento BAL-TEC CPD 030 utilizando CO2 como agente de troca. Após a secagem as 

amostras foram montadas com fitas de carbono dupla face no suporte de amostras do MEV 

(“stubs”). Após a montagem, os stubs foram metalizados com ouro por deposição através do 

sistema de evaporação (“sputtering”) no equipamento Bal-Tec SCD 050 operando com uma 

pressão de vácuo de 10-15 mmbar, temperatura de 20o C, com uma corrente de 40 mA e 

tempo de 158 segundos. Ao final do processo as amostras foram analisadas por microscopia 

eletrônica de varredura no equipamento FEI Quanta 200 (NAJAFPOUR; YOUNESI; SYAHIDAH 

KU ISMAIL, 2004; SINGH, B.; SATYANARAYANA, 2008; YANG, X. et al., 2012) .  

4.9 CARACTERIZAÇÃO ESTRUTURAL DOS SOFOROLIPÍDEOS 

Os soforolipídeos obtidos nas fermentações por células livres (item 4.4.1), 

por células em repouso (item 4.4.2) e por células imobilizadas (item 4.4.3.9), após a sua 

quantificação (item 4.7.5) foram resuspensas novamente em 25 mL de acetato de etila e 

filtradas com filtro de 20 microns, o filtrado obtido foi seco em estufa 60 oC por 72 horas e 

liofilizado e utilizado na caracterização estrutural dos soforolipídeos. A caracterização e 

determinação estrutural dos soforolipídeos produzidos  foram realizadas por  Espectroscopia 

de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) (item 4.9.1), Ressonâncai Magnética 

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

4.9.1 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) 

A identificação dos grupos funcionais dos soforolipídeos por FTIR foram 

realizadas no Laboratório de Ressonância Magnética Nuclear da UEL - RMN-UEL, no 

espectrômetro IR Prestige 21 (Shimadzu) equipado com o software OriginPro 8.0. Para as 

análises 1 mg do soforolipídeo foi misturado com 100 mg de brometo de potássio e 

pressurizados a 7.500 Kg por 30 segundos para obtenção de pastilhas translúcidas.  As leituras 

foram conduzidas em transmitância, sistema com resolução de 2 cm-1, faixa de 400-4000 cm-

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

As análises foram realizadas no Laboratório de Ressonância Magnética 

Nuclear da UEL - RMN-UEL, no Espectrômetro de RMN Bruker Mod. Avance III operando a 400 

MHz para 1H equipado com sonda multinuclear inversa (BBI) de 5 mm. As amostras dos 

soforolipídeos  foram analisadas pelos métodos 1H, 13C e HSQC. O sistema de solvente foi 

CDCl3/ CD3OD (Clorofórmio deuterado/Metanol deuterado) e o espectro foi expresso por 

ppm a partir do padrão de referência interno (SMYTH et al., 2010). 

4.9.3 Espectrometria de Massa (MS) 

A caracterização estrutural foi realizada no Laboratório de Materiais e 

Moléculas-LAMM/UEL, no Espectrometro de Massas com Analisador Hibrido Quadrupolo-

Tempo de Voô – Bruker (Cologne Alemanha)  – Modelo Compact Triple-Quadrupole ESI-OTFO 

II. As amostras de soforolipídeos foram diluídas com metanol grau MS e submetidas a análise 

por injeção direta. Os parâmetros para a espetroscopia de massa foram: ionização negativa 

por eletrospray, fluxo de injeção de 5 µL por minuto, faixa de relação massa/carga 50 a 2000 

m/z, voltagem de 4,5kV, temperatura do capilar ajustada para 250°C e o fluxo do gás de 

desolvatação ajustado para 50 L/h e nebulizador a 2 bar (RIBEIRO, I. A.; BRONZE, Maria R; et 

al., 2012b; RIBEIRO, I. A.; BRONZE, Maria R.; et al., 2012; SMYTH et al., 2010). 

4.10 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os delineamentos e as análises estatísticas dos resultados obtidos foram 

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

Os resultados obtidos nesse trabalho são apresentados na forma de: 

 

5.1) Artigo de revisão - Publicado 

“Biosynthesis and Production of Sophorolipids” 

 

5.2) Artigo de revisão - Publicado 

“Sophorolipids A Promising Biosurfactant and it’s Applications” 

 

5.3) Artigo para Submissão 

“ Produção de soforolipídeos por células imobilizadas de Candida bombicola 

ATTCC ® 22214™ em alginato de cálcio”  

Revista: Biosource Technology  

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

Fator de Impacto: 5.661 – Qualis: A1. 

 

5.4) Patente 

“Microencapsulação celular por alginato de sódio de leveduras do gênero 

Candida para a produção de soforolipídeos”  

 

5.5) Elaboração de artigo 

A partir dos resultados complementares apresentados no Apêndice A, será 

elaborado o artigo: “Comparação estrutural dos soforolipídeos produzidos por batelada 

células livres, células em repouso e células imobilizadas” 

Revista: Bioengineered  

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

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

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

OLIVEIRA, M. R. et al. Biosynthesis and Production of Sophorolipids. International Journal of 
Scientific & Technology Research, 2014. v. 3, n. 11, p. 133–143. 
 
Disponível em: http://www.ijstr.org/final-print/nov2014/Biosynthesis-And-Production-Of-Sophorolipids.pdf 
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5.2 ARTIGO PUBLICADO – SOPHOROLIPIDS A PROMISING BIOSURFACTANT AND IT’S APPLICATIONS 
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International Journal of Advanced Biotechnology and Research(IJBR), 2015. v. 6, n. 2, p. 161–
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Disponível em: https://bipublication.com/files/IJABR-V6I2-2015-3.pdf 
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Resumo  

Os soforolipídeos são biossurfactantes produzidos por Candida bombicola ATCC 22214 e 
possuem um amplo campo de aplicação, porém o custo elevado de produção exige 
desenvolvimento de bioprocessos mais eficientes, para torná-los competitivos. O objetivo 
desse trabalho foi produzir e verificar a composição estrutural dos soforolipídeos por Candida 
bombicola, imobilizada em alginato de cálcio. O processo de imobilização foi padronizado e a 
produção de soforolipídeos foi otimizada, por delineamento fatorial 43-1   com os fatores 
glicose, óleo de girassol, K2HPO4 e CaCl2. A imobilização celular foi confirmada por MEV e os 
soforolipídeos caracterizados por FTIR e MS. As condições ótimas de imobilização foram: 50 
g/L células; 30 g/L de alginato de sódio; 0,1 mol/L de cloreto de cálcio; tempo de cura de 12 
horas e tempo de fermentação de 96 horas. No processo de otimização a produção atingiu 
8,458 g/L com uma eficiência de imobilização de 90,922% nas condições em (g/L): 30 glicose, 
30 de óleo de girassol, 0,1 de extrato de levedura, 4,5 de K2HPO4 e 4,5 de CaCl2. As células 
imobilizadas foram estáveis por 3 ciclos, mantendo a eficiência em torno de 70,7497 %.  Os 
soforolipídeos apresentaram a composição estrutural de 72,21% de formas acídicas e 27,79% 
de formas lactônicas. 
 

Palavras-chave: Soforolipídeos, Candida bombicola, imobilização celular; alginato de cálcio. 

 

1 Introdução 

 Os soforolipídeos são biossurfactantes pertencentes à classe dos 

glicolipídeos, produzidos principalmente pela levedura não patogênica Candida bombicola 
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ATCC 22214. Estruturalmente são compostos por um dissacarídeo sefarose (2´-O-β-D-

glicopiranosil-1-β-D-glicopiranose) unidos por ligação β-glicosídica a uma longa cadeia de 

ácido graxo (Gorin et al., 1961). Estes biossurfactantes são um dos mais promissores 

conhecidos e oferecem diversas vantagens sobre os surfactantes sintéticos como: estabilidade 

em uma ampla faixa de pH, temperatura e salinidade (Chandran and Das, 2012), baixa 

toxicidade, alta biodegrabilidade e aceitabilidade ecológica (Li et al., 2012); baixa 

espumabilidade com alta detergência (Hirata et al., 2009) e produção a partir de recursos 

renováveis (Pakshirajan and Sumalatha, 2010). 

 São produzidos como um mistura de formas acídicas e lactônicas, estando 

suas propriedades e aplicações diretamente relacionadas a estas estruturas. Formas 

lactônicas apresentam melhores atividades biológicas como: antimicrobiana (Hu and Ju, 

2001), antitumoral (Shao et al., 2012), biomédica  (Pontes et al., 2016) e nanotecnologia 

(Baccile et al., 2016). Formas acídicas apresentam maior capacidade espumante e 

hidrosolubilidade, com aplicações na agricultura (Ernenwein et al., 2015), alimentos (Zhang et 

al., 2016), cosméticos (Ishii et al., 2012), recuperação melhorada de petróleo (Elshafie et al., 

2015) e biorremediação (Minucelli et al., 2017). 

 Apesar das inúmeras vantagens e aplicações que os soforolipídeos 

apresentam, o elevado custo de produção e recuperação, são obstáculos que comprometem 

a competitividade perante aos surfactantes tradicionais. Uma das estratégias que pode ser 

adotada para superar esses obstáculos é o desenvolvimento de bioprocessos mais eficientes 

e otimizados para obter uma alta produção com máxima recuperação do produto (Makkar et 

al., 2011; Nitschke et al., 2004).  

 Dentro destes bioprocessos, a imobilização celular apresenta algumas 

vantagens como: aumento da produtividade; redução de custos de manutenção de 
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equipamentos causados por adesão de células aos eletrodos, ductos e sensores; processos de 

separação mais simples; recuperação e reutilização das células;  redução dos riscos de 

contaminação; proteção das células contra substâncias tóxicas e ou altas concentrações de 

substrato (Kourkoutas et al., 2004; Zhao and Xia, 2010; Zhou et al., 2009).   

 A imobilização celular  por aprisionamento em matriz porosa de alginato de 

cálcio é o processo mais amplamente utilizado, devido a sua simplicidade técnica, com uma 

alta taxa de retenção celular, alta biocompatibilidade e baixo custo. Como o processo de 

geleificação ocorre rapidamente na presença de cátions divalentes (cálcio, bário e estrôncio) 

em condições amenas, a perda da viabilidade e atividade dos microrganismos imobilizados é 

praticamente inexistente (Duarte et al., 2013; Mohamad et al., 2015). 

 Sendo assim os objetivos deste trabalho foram: padronizar as condições da 

imobilização celular da levedura Candida bombicola em alginato de cálcio, otimizar o meio de 

fermentação para a produção de soforolipídeos através da avaliação conjunta da eficiência de 

imobilização e produção de soforolipídeos. Caracterizar estruturalmente os soforolipídeos nas 

condições otimizadas por espectroscopia de infravermelho por transformada de fourier, 

ressonância magnética nuclear e espectrometria de massas e avaliar o processo de 

imobilização celular por microscopia eletrônica de varredura. 

 

2 Material e Métodos 

2.1 Microrganismo para imobilização 

Candida bombicola ATCC 22214 adquirida da 

American Type Culture Collection (2013) mantidas  em meio de preservação (g/L: 10 de 

glicose, 3 de extrato de levedura, 5 de peptona e 20 de ágar) a 4 ⁰C. 

 

2.2 Imobilização celular 
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   A biomassa para imobilização foi obtida por cultivo em meio de inóculo 

(g/L: 100 de glicose, 10 de extrato de levedura e 1 de ureia)  por 48 horas a 30 ⁰C e 200 rpm. 

A interrupção da fermentação realizada por centrifugação a 8000 rpm, 4 ⁰C por 10 minutos e 

a biomassa foi lavada com solução salina estéril (3x) (Ashby and Solaiman, 2010). A 

concentração de células foi calculada correlacionando  o peso de biomassa seca por  úmida 

(Vilela et al., 2013). A imobilização foi realizada através da homogeneização de 50 g/L de 

células  úmidas com solução de alginato de sódio (2,5% m/v). A suspensão  foi gotejada 

(bomba peristáltica) em uma solução de CaCl2 0,1 mol/L. As esferas com as células 

imobilizadas  foram mantidas na solução de CaCl2 0,1 mol/L sob agitação a 4 ⁰C por 24 horas. 

Antes das fermentações as esferas foram lavadas com solução salina (3x) para retirada de 

materiais em suspensão e células não aderidas (Ciani et al., 2015).  

 

2.3 Produção de soforolipídeos por células de Candida bombicola imobilizadas em alginato de 

cálcio 

 Os parêmetros fixados para as fermentações foram: concentração de 

glicose e óleo de girassol em 100 g/L; inóculo de 10% (volume das células imobilizadas/volume 

do meio de fermentação); temperatura de 30 ⁰C; velocidade 200 rpm e tempo de 120 horas. 

Os ensaios realizados em triplicata.  

Os parâmetros de imobilização avaliados e padronizados foram: (A) - 

concentração de extrato de levedura [EXT] de 0,0; 0,1; 0,5 e 1,0 g/L; (B) concentração de 

células imobilizadas [CEL] de 25; 50 e 75 g/L; (C) concentração de alginato de sódio [ALG] de 

10; 20; 30; 40 e 50 g/L; (D) concentração de CaCl2 [Ca+2] 0,05; 0,1; 0,15 e 0,2 mol/L, (E) Tempo 

de cura TC de 1; 6; 12 e 24 horas e (F) Ciclos de reutilização das esferas imobilizadas.  

 

2.4 Otimização da produção de soforolipídeos por células de Candida bombicola imobilizadas 

em alginato de cálcio 

A produção por células de Candida bombicola imobilizadas em alginato de 

cálcio foi realizada através de delineamento fatorial fracionado do tipo 34-1 com três 

repetições no ponto central. As variáveis testadas foram  glicose – X1 (30; 65 e 100 g/L), óleo 

de girassol- X2 (30; 65 e 100 g/L), K2HPO4 - X3 (1,5; 3,0 e 4,5 g/L) e CaCl2 - X4 (2,5; 3,5 e 4,5 g/L).  
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2.5 Ciclos de reutilização das células imobilizadas 

 Os ciclos de reutilização foram avaliados nas  condições otimizadas . Ao final 

de cada  ciclo de reutilização das esferasa  essas eram  lavadas 3 vezes com solução salina 

estéril e transferidas para um novo meio de fermentação e incubadas  para um próximo ciclo 

 

2.6 Determinações analíticas  

2.6.1 Biomassa imobilizada (Xi), biomassa livre (Xf) e eficiência de imobilização (Yi) 

Na interrupção  das fermentações as esferas com células imobilizadas foram 

coletadas com peneira e submetidas a dissolução com citrato de sódio 0,5 mol\L por 30 

minutos. Após a dissolução a suspensão foi centrifugada a 8000 rpm 4 ⁰C por 10 minutos, 

lavada com salina (3x), quantificadas por gravimetria e denominada de biomassa imobilizada 

(Xi). Após a coleta das esferas com células imobilizadas, o meio de fermentação foi 

centrifugado a 8000 rpm 4 ⁰C por 10 minutos, lavada com salina (3x), quantificadas por 

gravimetria e denominada de biomassa livre (Xf) (Pereira et al., 2014). A eficiência de 

imobilização - Yi (%) é calculada pela razão da biomassa imobilizada (Xi  em g/L) pela biomassa 

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

 

2.6.2. Extração e quantificação dos soforolipídeos produzidos (PSOF) 

Os soforolipídeos presentes no meio de fermentação foram submetido a 

três extrações consecutivas com acetato de etila (proporção 1:1) em funil de separação. A fase 

orgânica foi rotaevaporada sob pressão reduzida de 510 mmHg a 50 ⁰C, e ao conteúdo obtido 

foi adicionado 25 mL de metanol:H2O (4:1 v/v) e 25 mL de hexano. A fase metanol:H2O foi 

extraida, seca a 60 ⁰C até peso constante e o teor de soforolipídeos determinado por 

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

 

2.7 Caracterização estrutural dos soforolipídeos 

Os soforolipídeos foram caracterizados  por Espectroscopia de 

Infravermelho com Transformada de Fourier, Ressonância Magnética Nuclear e 

Espectrometria de Massas. As análises por Espectroscopia de Infravermelho com 

Transformada de Fourier foram realizadas no espectrômetro IR Prestige 21 (Shimadzu), as 
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leituras foram conduzidas em transmitância, com sistema de resolução de 2 cm-1, faixa de 400-

4000 cm-1 com 500 scans (Chandran and Das, 2011).  As análises por Ressonância Magnética 

Nuclear forma realizadas no Espectrômetro de RMN Bruker Mod. Avance III operando a 400 

MHz para 1H equipado com sonda multinuclear inversa (BBI) de 5 mm. O sistema de solvente 

foi CDCl3/ CD3OD (Clorofórmio deuterado/Metanol deuterado) (Smyth et al., 2010). As 

análises por Espectrometria de Massas foram realizadas no Espectrômetro de Massas com 

Analisador Hibrido Quadrupolo-Tempo de Voo – Bruker (Cologne Alemanha) – Modelo 

Compact Triple-Quadrupole ESI-OTFO II. O sistema solvente utilizado foi o metanol e as 

amostras analisadas por injeção direta. Os parâmetros da análise foram: ionização negativa 

por eletrospray, faixa de relação massa/carga (m/z) de 50 a 2000 Da, voltagem de 4,5 kV, 

temperatura capilar de 250 °C e o fluxo do gás de dessolvatação de 50 L/h e nebulizador a 2 

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

 

2.8 Caracterização das esferas com células imobilizadas de Candida bombicola por 

microscopia eletrônica de varredura 

As esferas com células imobilizadas de Candida bombicola em alginato de 

cálcio nos tempos 0 (início da fermentação) e 96 horas (final da fermentação), foram avaliadas 

por microscopia eletrônica de varredura. As esferas com células imobilizadas de Candida 

bombicola em alginato de cálcio foram fixadas com glutaraldeído 2,5%, paraformaldeído 2,0% 

e tampão cacodilato de sódio a 0,2 mol/L. Pós fixadas com tetróxido de ósmio 1%, 

desidratadas consecutivamente com álcool etílico (30 a 100% (v/v)), secas por ponto crítico 

(equipamento BAL-TEC CPD 030), metalizadas com ouro por vaporização (equipamento Bal-

Tec SCD 050) e microfotogradas (FEI Quanta 200) (Najafpour et al., 2004; Singh and 

Satyanarayana, 2008; Yang et al., 2012) .  

 

3. Resultados e Discussão 

3.1. Avaliação dos parâmetros de imobilização 

3.1.1 Avaliação da concentração de extrato de levedura – [EXT] 

Embora ocorra em todos os sistemas imobilizados, o crescimento celular 

descontrolado na matriz de imobilização provoca um aumento da pressão mecânica interna, 
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causando deformação, desestabilização, liberação de células e até a descaracterização 

completa do sistema de imobilização (Willaert, 2010). O crescimento da Candida bombicola 

nas esferas de alginato de cálcio pode ser controlado através da concentração de extrato de 

levedura (fonte de nitrogênio). Neste ensaio foram avaliados os efeitos da concentrações de 

extrato de levedura ([EXT] 0; 0,1; 0,5 e 1 g/L) sobre a eficiência de imobilização (Yi) e produção 

de soforolipídeos (PSOF). 

Os resultados (Figura 1A) mostraram que o aumento na [EXT], reduz a Yi e 

aumenta a PSOF. Para o ensaio [EXT] = 0,0 g/L observou-se a maior Yi promovida pelo baixo 

crescimento celular e a menor PSOF,. Embora o extrato de levedura seja essencial para o 

crescimento celular, a baixa produção deve-se a ausência de vitaminas, cofatores enzimáticos 

e oligoelementos  ou elementos traços como zinco, magnésio e ferro essenciais para a 

produção que estão presentes no extrato de levedura (Casas and García-Ochoa, 1999; Cooper 

and Paddock, 1984).  

A alta concentração de extrato de levedura no ensaio [EXT]=1,0 promoveu o 

crescimento excessivo da biomassa imobilizada, aumentando a pressão interna sobre a matriz 

de imobilização levando a sua total destruição com a liberação total de biomassa para o meio 

de fermentação (Yi = 0,000%). O ensaio [EXT] = 0,5 g/L apresentou a maior produção pelas ECI, 

mas uma baixa Yi, promovida pelo maior crescimento da biomassa livre. Para o ensaio 

[EXT]=0,1  observamos uma alto valor de Yi e para uma produção PSOF significativa promovida 

pela células imobilizadas e não pelas células livres no meio. Sendo assim  a [EXT]=0,1 g/L foi 

fixada para os próximos ensaios. 

 

3.1.2 Concentração de células imobilizadas – [CEL] 

Nos processos fermentativos uma alta concentração celular proporciona um 

aumento na produção e rendimento para um determinado metabólito em um menor tempo 

(Rathore et al., 2013). Na avaliação da concentração de células imobilizadas [CEL], observou-

se que noo ensaio [CEL]=25 (Figura 1B)  a baixa PSOF (0,7644 g/L) e baixa Yi (54,1986 %) é 

provocada pela alta proporção de gel que separa as células, que dificulta a formação de poros 

e difusão de nutrientes (Cheetham et al., 1985; Nikolić et al., 2010). A alta concentração de 

células imobilizadas [CEL]=75 apresenta também uma baixa PSOF  (0,5417 g/L), uma alta 

concentração de células imobilizadas, provoca uma alta pressão mecânica interna dificultando 
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a difusão de nutrientes pelos poros presentes na matriz (Bisht et al., 2013).  

Para o ensaio [CEL]=50 a Yi (74,7787 %) e a PSOF (2,3103 g/L) mostrou ser a 

melhor a condição em que a matriz permite a retenção de células juntamente com a difusão 

de nutrientes, portanto a concentração de células imobilizadas fixada em 50g/L para os 

próximos ensaios. 

Nos processos fermentativos que envolvem células livres, existe uma relação 

cinética entre o crescimento, disponibilidade de nutrientes e formação de produtos. Para 

células imobilizadas, o comportamento, a cinética e o metabolismo de cada organismo 

imobilizado devem ser analisados e considerados caso a caso, pois também dependem das 

características do suporte utilizado (Cassidy et al., 1996; Güneşer et al., 2016).  

 

3.1.3 Concentração de alginato de sódio [ALG] 

A concentração de alginato de cálcio determina a rigidez, resistência 

mecânica e a capacidade de retenção da matriz de imobilização (Hubert et al., 2012). Na 

análise dos resultados da avaliação da concentração de alginato de sódio (Figura 1C), 

verificou-se que nos ensaios [ALG]=10 e [ALG]=20, a concentração de alginato utilizada foi 

baixa e as esferas com células imbolizadas apresentaram uma baixa resistência mecânica, para 

[ALG]=10 durante a fermentação ocorreu a despolimerização completa das esferas com 

células imobilizadas, para [ALG]=20 apresentou uma baixa resistência mecânica permitindo 

um maior crescimento da biomassa imobilizada e liberação de biomassa para o meio (Yi = 

51,0893%).  

Em baixas concentrações de alginato a malha formada apresenta baixa 

rigidez e os poros formados são grandes o suficiente para permitir o escape de células (Ahmedi 

et al., 2015). Um baixo valor de Yi significa uma alta concentração de células livres o que leva 

a uma alta PSOF [ALG]=10 (PSOF = 9,5954 g/L) e [ALG]=20 (PSOF = 5,412 g/L). 

Para os ensaios com maiores concentrações de alginato [ALG]=40 e 

[ALG]=50 observou-se respectivamente uma alta Yi (Yi= 91,5671 e 93,2269%) e uma baixa PSOF 

(PSOF = 0,3561 g/L e 0,4166 g/L). Altas concentrações de alginato de sódio aumentam a 

resistência mecânica e rigidez das ECI, a ponto de provocar estrangulamento dos poros e 

causar problemas difusionais e limitação de transferência de massa (Cheetham et al., 1985; 

Penolazzi et al., 2009).  
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O ensaio [ALG]=30 apresentou uma Yi = 82,8956 % e uma PSOF de 2,5807 g/L. 

Esta [ALG] permite uma correta difusão de gases, nutrientes e metabólitos, com uma 

resistência mecânica e rigidez adequada que não permite o escape de células e nem a 

dissolução da esfera (Idris and Suzana, 2006; Penolazzi et al., 2009), sendo esta concentração 

fixada para os próximos ensaios. 

 

3.1.4 Concentração de cloreto de cálcio [Ca+2] 

O cloreto de cálcio promove a geleifição do alginato de sódio através da 

substituição de cátions monovalentes (sódio) por divalentes (cálcio). Esta  troca forma ligações 

iônicas intercadeias, a rede formada permite o aprisionamento de células em seu interior. A 

concentração do cloreto de cálcio é um dos fatores responsáveis pela resistência mecânica e 

rigidez da matriz de imobilização. O ensaio [Ca+2]=0,050 (Figura 1D) apresentou uma baixo 

valor de Yi (52,6767 %) provocado pelo crescimento celular interno da ECI e também liberação 

de células para o meio, assim a quantidade de CaCl2 utilizada não foi suficiente para promover 

a geleificação completa das ECI (Blandino et al., 1999). O ensaio [Ca+2] = 0,100 mostrou Yi  de 

86,8603 % e uma PSOF = 2,7190 g/L, o aumento da concentração de CaCl2 acima de 0,1 mol\L 

nos outros ensaios não influenciou os valores de Yi e PSOF. Portanto a concentração de CaCl2 

utilizado no proesso de geleificação foi fixado em 0,1 mol/L. 

 

3.1.5 Tempo de cura (TC) 

O processo de geleificação do alginato de sódio é um processo tempo 

dependente e é conhecido como tempo de cura. A geleificação inicia-se da periferia para o 

interior da esfera, em uma velocidade elevada pois todos os sítios de ligações dos íons cálcio 

estão desocupados. Com o passar do tempo a espessura da camada de geleificação aumenta 

dificultando a difusão do CaCl2 para o interior da esfera, o processo de geleificação é 

considerado completo  com a geleificação do centro da esfera (Blandino et al., 1999).  

Observa-se (Figura 1E) que para as ECI com TC de 1h, ao final da fermentação 

as ECI encontravam-se totalmente despolimerizadas (Yi = 0,000%). Para o TC de 6 h, o baixo 

valor de Yi (67,9393 %) e alto de PSOF (4,3820 g/L), deve-se a geleificação incompleta da ECI. 

Para os TC de 12 h e 24 h foram encontrados valores muito próximos de Yi (83,1826 e 83,5930 

%) e PSOF (3,2373 e 3,2054 g/L), portanto, optou-se pelo menor TC (12 h).  
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3.1.6 Cinética de Produção de Soforolipídeos por Células de Candida bombicola imobilizadas 

em alginato de cálcio 

Após definidos os parâmetros iniciais: 0,1g de extrato de levedura; 

concentração de células imobilizadas de 50 g/L; concentração de alginato de sódio de 30 g/L; 

concentração de CaCl2 de 0,1 mol/L e tempo de cura de 12 horas. Realizou-se uma cinética de 

fermentação por 192 horas. Os resultados mostraram que após 96 horas a Yi se estabiliza em 

torno de 82,0000 % com uma PSOF média de 3,0500 g/L. Portanto, o tempo de fermentação de 

96 horas foi fixado para os próximos ensaios. 

 

3.2 Otimização do Meio de Produção de Soforolipídeos por Células Imobilizadas de Candida 

bombicola em alginato de cálcio. 

Quatro variáveis foram otimizadas pelo delineamento fatorial fracionado do 

tipo 34-1 com três repetições no ponto central, Concentração de Glicose – X1, Concentração de 

Óleo de Girassol - X2, K2HPO4 - X3 e CaCl2 - X4) e três níveis de variação. A Tabela 1 mostra o 

planejamento fatorial com as variáveis independentes e os valores resposta para Yi e PSOF. 

Para as variáveis X1 e X2 os níveis avaliados forma baseados na literatura, a maioria dos autores 

destacam que concentrações superiores a 100 g/L dessas fontes de carbono possuem um 

efeito negativo na PSOF (Daverey and Pakshirajan, 2009; Gao et al., 2013; Minucelli et al., 2017). 

Para a variável X3 e X4 os níveis foram escolhidos através de um delineamento prévio (dados 

não publicados).  

Foi observado na Tabela 1 que a maior Yi = 91,9211 % (Ensaio 4) ocorreu no 

ensaio com a concentração superior de CaCl2 (4,50 g/L) e as maiores Yi (Ensaios 2, 9, 10 15 17 

21, 23, 25 e 3) também ocorreram na concentração de 4,50 g/L. Nos níveis inferiores de CaCl2  

observamos as menores Yi. Na análise estatistica para a resposta Yi (Tabela 2 a e b), o 

coeficiente de determinação (R2) foi de 0,9702 e a falta de ajuste não foi significativa 

(p=0,4433) validando o modelo para fins preditivos. O CaCl2 (X4) foi a única variável 

significativa na Yi (p=0,0015) e apresentou um efeito positivo sobre a Yi (p=0,001523). A Yi foi 

modelada pela equação quadrática:  

Ŷ(Y) = 85,652940 - 0,0524074*(x3) - 0,075819*(x3
2) + 3,1893*(x4) + 1,895415*(x4

2) + 
0,036631*(x1*x3) - 0,160978*(x1*x4) - 0,0406395*(x2*x3) -0,191555*(x2*x4) + 

0,252975*(x3*x4) + 0,575395 
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O aumento da concentração de cloreto de cálcio aumenta a Yi e como um 

dos principais objetivos da imobilização celular é a reutilização das esferas com células 

imobilizadas, a adição de CaCl2 ao meio de fermentação aumenta a estabilidade das esferas 

durante o processo fermentativo. 

Analisando a variável resposta PSOF foi observado que a maior PSOF (9,2563 

g/L) (Ensaio 3) ocorreu na concentração superior de K2HPO4. Os maiores valores da PSOF 

(Ensaios 6, 12, 15, 18, 21, 24 e 27) ocorreram  no nível superior de K2HPO4, em níveis inferiores 

K2HPO4 foi observado a menores PSOF (Tabela1). 

Na análise estatistica para a produção de PSOF (Tabela 2 c e d), a análise de 

variância as variáveis glicose (X1), óleo de girassol (X2) e K2HPO4 (X3) e interação entre glicose 

e K2HPO4 foram significativas, com um coeficiente de determinação (R2) foi de 0,9675 e a falta 

de ajuste não foi significativa (p=0,1241). 

Os efeitos estimados (Tabela 2 d) para a PSOF foram positivos para K2HPO4 

(efeito=+3,6119, p=0,0004) e para a interação entre a glicose e o K2HPO4 (efeito=0,4646, 

p=0,0410) e negativos para a glicose (efeito=-0,8511, p=0,0081), óleo de girassol (efeito=-

0,6204, p=0,0150) e a interação entre o K2HPO4 e CaCl2 (efeito = -0,1748, p=0,0337). A 

produção de soforolipídeos foi modelada pela equação quadrática:  

Ŷ(P) = 7,331794 + 1,805966*(x3) - 0,537602*(x3
2) + 0,069433*(x4) - 0,140635*(x4

2) + 
0,232349*(x1*x3) + 0,088649*(x1*x4) + 0,022229*(x2*x3) + 0,086262*(x2*x4) - 

0,172642*(x3*x4) + 0,757694 
 

A presença de duas fontes de carbono (hidrfóbica e hidrofílica) levam a 

maiores produções de soforolipídeos, porém concentrações elevadas inibem a produção 

explicando os efeitos negativos aqui apresentados pela glicose e óleo de girassol. Para um 

aumento na  produção, estas fontes de carbono devem ser adicionadas de forma controlada 

e gradativa ou serem utilizadas em menores concentrações (Daverey and Pakshirajan, 2010; 

Vedaraman and Venkatesh, 2010).  

O K2HPO4 é uma fonte de fósforo na forma de íons fosfato e está relacionado 

principalmente ao metabolismo energético. Em células livres o K2HPO4 influencia 

positivamente a produção de soforolipídeos, onde o metabolismo energético é muito ativo 

(Casas and García-Ochoa, 1999; Rispoli et al., 2010). Como ficou aqui demonstrado para 

células imobilizadas o K2HPO4 também estimula a PSOF.  

A Figura 2 mostra os valores de otimização conjunta da eficiência de 
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imobilização (Yi) e produção de soforolipídeos (PSOF). A condição otimizada foi predita com os 

níveis das variáveis glicose 30 g/L (-1); óleo de girassol 30 g/L (-1), K2HPO4 4,5 g/L (1) e CaCl2 

4,5 g/L (1) e com valores para a Yi de 91,7955% (intervalo de confiança de 90,417% a 93,174%) 

e para a PSOF de 8,6649 g/L (intervalo de confiança de 8,0342 g e 9,2956 g). O modelo foi 

validado com cinco repetições na condição definida pela otimização conjunta. Os valores 

médios obtidos na validação foram para Yi = 90,9221 % e para a PSOF  8,4580 g/L, valores estes 

que estão dentro do intervalo de confiança, não diferindo significativamente entre os valores 

preditos e observados. Os soforolipídeos produzidos nesta condição otimizada foram 

utilizados para a avaliação dos ciclos de reutilização das esferas de alginato de cálcio com 

células de Candida bombicola imobilizadas, para a análise análise estrutural por 

espectroscopia de infravermelho com transformada de fourier, ressonância magnética 

nuclear e espectrometria de massas e para a avaliação do processo de imobilização celular 

por microscopia eletrônica de varredura.   

 

3.3 Ciclos de reutilização das esferas com células imobilizadas de Candida bombicola em 

alginato de cálcio para a produção de soforolipídeos 

Uma das principais vantagens da imobilização celular é a reutilização das 

células imobilizadas por vários ciclos de produção do metabólito de interesse. Na reutilização 

o suporte deve manter sua resistência mecânica evitando deformações e ou rupturas das ECI. 

Os ciclos de reutilização foram fixados em 96 horas (96, 192, 288 e 384 h) e ao final de cada 

ciclo foi avaliada  PSOF. Para cada ciclo (Figura 1F) o valor da PSOF foi de 9,0577, 8,8049, 7,246 

e 1,5828 g/L respectivamente. A Yi ao final do 3⁰ ciclo foi de 70,7490 %, ao final do 4⁰ ciclo, as 

ECI apresentavam sinais de deformação, fragilidade e fragmentação.  

 

3.4 Caracterização Estrutural dos Soforolipídeos 

3.4.1 Espectroscopia De Infravermelho Com Transformada De Fourier  

Os soforolipídeos produzidos por células imobilizadas de Candida bombicola 

em alginato de cálcio nas condições otimizadas foram caracterizados por espectroscopia de 

infravermelho com transformada de Fourier (Figura 3). A banda apresentada em 3433 cm-1 

corresponde ao estiramento O-H presentes tanto na cadeia dos ácidos graxos e na sefarose. 
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A banda 2926 cm-1 e 2854 cm-1 mostra o estiramento simétrico (vsCH2) e assimétrico (vasCH2) 

dos grupamentos metileno. A banda de estiramento em 1744 cm-1, indica a presença de 

lactonas C=O em grupamentos ésteres e ácidos carboxílicos dos SOF. A banda em 1447 cm-1 

mostra a torção do grupamento C-O-H  dos ácidos carboxílicos (-COOH), o que pode significar 

a presença de SOF na forma acídica. A  banda de estiramento em 1247 cm-1 de grupamento 

C-O mostra a presença de acetil esteres C(-O)-⁰C, referente a presença de grupamentos 

acetilados na sefarose. A banda em 1157 cm-1 mostra o estiramento do grupamento C-O em 

do C(=O)-O-C das lactonas. A banda em 1048 cm-1 mostra o estiramento do C-O  do 

grupamento C-O-H presente nos açúcares (sefarose) (Bajaj and Annapure, 2015; Hu and Ju, 

2001). 

  

3.4.2 Espectrometria de Massas 

A Figura 4 apresenta o espectro de massas dos soforolipídeos produzidos 

por células de Candida bombicola imobilizadas em alginato de cálcio e a Tabela 4 mostra os 

tipos e as  proporção estruturais da mistura de SOF produzidas. O espectro de massas  a 

presença de de 11 íons moleculares (M-H+) com relação massa/carga de (m/z) de 621, 645, 

661, 665, 677, 679, 685, 687, 689, 703, 705 e 707  Da. A maior intesidade do sinal ocorreu em 

705 demonstrando a presença da estrutura acídica, C18:1, diacetilada que corresponde a 

30,21% da mistura de soforolipídeos. A proporção dos soforolipídeos produzidos por células 

imobilizadas das foi de 72,21% de formas acídicas e 27,79% de formas lactônicas, com relação 

ao grau de acetilação 88,82 % dos SOF são diacetilados, 9,37 % monoacetilados e 1,81 % 

desacetilados. 

 

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

Cálcio por Microscopia Eletrônica de Varredura 

 

A caracterização estrutural das esferas com células imobilizadas de Candida 

bombicola em alginato de cálcio nos tempos 0   e 96 h (Figura 5) inicialmente a superfície 

regular e homogênea das esfera (imagem A) e após 96h de fermentação a superfície apresenta 

irregularidades característicos da perda de rigidez da matriz de alginato de cálcio (imagem B). 

A imagem C mostra as células aprisionadas na matriz de alginato de cálcio e distribuídas de 
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maneira homogênea e não apresentam células livres na superfície, porém na imagem D após 

96 h de fermentação notasse pequenos pontos refringentes mostrando a secreção de 

soforolipídeos, algumas células soltas da matriz de alginato sobre a superfície das esferas com 

células imobilizadas de Candida bombicola e a  matriz de imobilização mostrando a perda de 

estabilidade. Essas células da superfície podem ser eliminadas por lavagens, não interferindo 

nos ciclos de reutilização (Covarrubias et al., 2012). A imagem E mostra o interior da esfera 

fraturada mostrando o aprisionamento homogênea das células de Candida bombicola e 

presença de poros, que facilitam a entrada de substrato e saída de produtos durante a 

fermentação (Razmovski and Vučurović, 2012). Na imagem F após 96 horas de fermentação 

observa-se que as células de Candida bombicola permaneceram firmemente aderidas e 

aprisionadas ao suporte de alginato e a secreção de soforolipídeos é observada. Esse 

aprisionamento permaneceu estável por três ciclos de reutilização. 

 

4. Conclusão 

O processo de imobilização de células de Candida bombicola em alginato de 

cálcio foi padronizado com relação a concentração de células imobilizadas (50 g/L), alginato 

de sódio (30 g/L) e cloreto de cálcio (0,1 mol/L),  com tempo de cura das esferas de 12 horas 

e tempo de fermentação de 96 horas. Na otimização conjunta (Yi/PSOF) a  eficiência de 

imobilização foi de 90,9220% e a produção de 8,4581 g/L no meio com glicose (30 g/L), óleo 

de girassol (30 g/L), extrato de levedura (0,1 g/L), K2HPO4 e CaCl2(4,5 g/L). A caracterização 

estrutural mostrou que aproximadamente 30,21 % dos soforolipídeos produzidos foram 

acídicos, C18:1, diacetilados e na mistura 72,21 % dos soforolipídeos eram acídicos e 27,79 % 

lactônicos. A matriz de imobilização foi eficiente por três ciclos de reutilização com uma 

produção média por ciclo de 8,369 g/L de SOF. 
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Figura 1 – Avaliação dos parâmetros [EXT], [CEL], [ALG], [Ca+2], TC E CR na imobilização de 

células de Candida bombicola em alginato de cálcio para a produção de soforolipídeos 
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Figura 2 - Otimização conjunta da eficiência de imobilização (Yi) e produção de soforolipídeos 

(PSOF) por Candida bombicola imobilizada em alginato de cálcio 
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Figura 3 – Espectro de FTIR dos soforolipídeos produzidos por Candida bombicola imobilizada 

em alginato de cálcio 
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Figura 4 – Espectro de massas dos soforolipídeos produzidos por Candida bombicola 

imobilizada em alginato de cálcio 
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Figura 5 – Caracterização por microscopia eletrônica de varredura das esferas de alginato de 

cálcio com células de Candida bombicola, nos tempos 0 horas e 96 horas de fermentação 
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Tabela 3 – Análise por espectrometria de massas da estrutura e proporção estrutural dos 
soforolipídeos produzidos por células de Candida bombicola imobilizadas em alginato de 
cálcio  

Massa [M+H-] Estrutura  Abundância Relativa (%) Proporção estrutural % 
621 Acídica, C18:1, Desacetilada 6 1,81% 

645 Lactônica, C18:1, Monoacetilada 8 2,42% 

661 Acídica, C18:2, Monoacetilada 16 4,83% 

665 Acídica, C18:1, Monoacetilada 7 2,11% 

677 Acídica, C16:1, Diacetilada 8 2,42% 

679 Acídica, C16:0, Diacetilada 24 7,25% 

685 Lactônica, C18:2, Diacetilada 7 2,11% 

687 Lactônica, C18:1, Diacetilada 46 13,90% 

689 Lactônica, C18:0, Diacetilada 31 9,37% 

703 Acídica, C18:2, Diacetilada 40 12,08% 

705 Acídica, C18:1, Diacetilada 100 30,21% 

707 Acídica, C18:0, Diacetilada 38 11,48% 
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5.4 DEPÓSITO DE PATENTE - MICROENCAPSULAÇÃO CELULAR POR ALGINATO DE SÓDIO DE LEVEDURAS DO GÊNERO 

CANDIDA PARA A PRODUÇÃO DE SOFOROLIPÍDEOS PRODUÇÃO DE SOFOROLIPÍDEOS POR CÉLULAS IMOBILIZADAS 

Solicitado depósito em 07 de julho de 2017 pelo Escritório de Propriedade 

Intelectual da Agência de Inovação da Universidade Estadual de Londrina, entitulada: 

“Microencapsulação celular por alginato de sódio de leveduras do gênero Candida para a 

produção de soforolipídeos” a patente esta sendo depositada pelo Escritório de Propriedade 

Intelectual da Agência de Inovação da Universidade Estadual de Londrina”. 
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5.5 ELABORAÇÃO DE ARTIGO - COMPARAÇÃO ESTRUTURAL DOS SOFOROLIPÍDEOS PRODUZIDOS POR BATELADA 

CÉLULAS LIVRES, CÉLULAS EM REPOUSO E CÉLULAS IMOBILIZADAS 

 

 

 

 

 

 

 

 

A partir dos resultados complementares apresentados no Apêndice A, será 

elaborado o artigo: “Comparação estrutural dos soforolipídeos produzidos por batelada 

células livres, células em repouso e células imobilizadas” 

Revista: Bioengineered  

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

Fator de Impacto: 1,87 – Qualis: B2. 
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6 CONCLUSÃO 

- As condições otimizadas para o processo de imobilização foram: 

concentração de células imobilizadas de 50 g/L, alginato de sódio 30 g/L, concentração de 

cloreto de cálcio de 0,1 mol/L, tempo de cura de 12 horas e tempo de fermentação de 96 

horas;  

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

30 de óleo de girassol, 0,1 de extrato de levedura, 4,5 de K2HPO4 e 4,5 de CaCl2; 

 

- Nas condições otimizadas a produção de soforolipídeos e a eficiência de 

imobilização foram O meio otimizada para a produção de soforolipídeos foi em g/L: 30 glicose, 

30 de óleo de girassol, 0,1 de extrato de levedura, 4,5 de K2HPO4 e 4,5 de CaCl2; 

 

- Na condição otimizada do meio de cultivo, a maior produção foi de 

8,458±0,119 g/L com uma eficiência de imobilização de 90,922±0,367%; 

 

- As esferas contendo as células imobilizadas puderam ser reutilizads três 

vezes com a produção de soforolipídeos para cada ciclo de : 9,058±0,108, 8,945±0,00 e 

7,246±0,17 g/L respectivamente, com uma eficiência de imobilização final de  70,749±0,887 

%;  

- A caracteriação das esferas com células imobilizadas por Microscopia 

Eletrônica de Varredura mostrou uma matrix de imobilização com uma distribuição 

homogênea das células permitindo a troca de nutrientes e metabólitos, após 96 horas de 

fermentação a estrutura encontrava-se integra mostrando células metabolicamente ativas na 

produção de soforolipídeos; 

 

- Estruturalmente a mistura de os soforolipídeos produzidos por células 

imobilizadas é composta por 72,21 % de formas acídicas e 27,79 % de formas lactônicas. 

 

- O processo de imobilização celular mostrou-se um processo viável e 

promissor para a produção de soforolipídeos. 
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