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RESUMO

Os biossurfactantes sdo compostos tensoativos de origem microbiana, capazes de reduzir
a tensdo superficial nas interfaces entre liquidos, solidos e gases, permitindo assim que
prontamente se misturem ou se dispersem enquanto emulsdes em agua ou outros liquidos. A
enorme procura do mercado por tensoativos €, na maior parte das vezes, atendida por
tensoativos quimicos sintéticos, principalmente a base de petréleo. Estes compostos sdo
geralmente toxicos para 0 meio ambiente e ndo biodegradaveis. A restricdo das
regulamentacdes ambientais e o aumento da consciencializagdo sobre a necessidade de
proteger os ecossistemas levaram efetivamente a um maior interesse nos biossurfactantes
como possiveis alternativas aos quimicos. A grande maioria dos surfactantes usados
comercialmente ganhou importancia dadas as suas consideraveis propriedades como baixa
toxicidade, natureza biodegradavel, potencial eficacia a temperaturas ou pH extremos e
diversidade. A sua gama de aplicagcdes inclui a industria do petréleo e a biorremediacao
ambiental, bem como a industria alimentar e as industrias farmacéutica e cosmética. Mas
durante a Gltima década, a utilizacdo e potenciais aplicacbes comerciais dos biossurfactantes
aumentou consideravelmente no setor da salde. As suas atividades antibacteriana,
antifingica, antiparasitéria e antiviral tornaram-nos relevantes no combate a diversas doencas,
atuando como agentes terapéuticos. Além disso, enquanto agentes antiadesivos sao Uteis para
o0 revestimento adequado de materiais de insercdo médica, levando a uma reducdo no grande
numero de infe¢bes hospitalares sem recorrer a farmacos e quimicos sintéticos.

Os glicolipidos sdo o tipo de biossurfactantes mais afamado de entre os compostos
tensioativos, podendo ser classificados como glicolipidos simples ou compostos. Salvo
poucas excecoes, as etapas biossintéticas exatas da maioria dos glicolipidos simples ainda ndo
sdo totalmente compreendidas. No entanto, de forma geral, implicam o fornecimento e a
ligacdo de precursores glicosil e lipidicos, ligacdo essa que é principalmente via ligacdes O-
glicosidicas ou éster, formadas por glicosiltransferases ou aciltransferases, respetivamente.

Na presente monografia sdo apresentadas de forma clarificada o conceito e possiveis
aplicacGes dos biossurfactantes, acompanhando o seu percurso desde a biossintese até a
terapéutica.

Palavras-chave: Biossurfactantes; Tensioativos; Glicolipidos; Biossintese; Aplicacfes
terapéuticas.



ABSTRACT

Biosurfactants are surface-active compounds of microbial origin, capable of reducing
surface tension at the interfaces between liquids, solids and gases, thus allowing them to
readily mix or disperse as emulsions in water or other liquids. The huge market demand for
surfactants is mostly met by synthetic chemical surfactants, mainly petroleum-based. These
compounds are generally toxic to the environment and non-biodegradable. Tightening
environmental regulations and increasing awareness of the need to protect ecosystems have
effectively led to increased interest in biosurfactants as possible alternatives to chemical
surfactants. The vast majority of commercially used surfactants have gained importance given
their considerable properties such as low toxicity, biodegradable nature, potential
effectiveness at extreme temperatures or pH and diversity. Its range of applications includes
the petroleum industry and environmental bioremediation, as well as the food industry and the
pharmaceutical and cosmetic industries. But during the last decade, the use and potential
commercial applications of biosurfactants has increased considerably in the healthcare sector.
Their antibacterial, antifungal, antiparasitic and antiviral activities have made them relevant in
the fight against various diseases, acting as therapeutic agents. Furthermore, while anti-
adhesive agents, they are useful for the proper coating of medical insert materials, leading to a
reduction in the large number of nosocomial infections without resorting to synthetic drugs
and chemicals.

Glycolipids are the most famous type of biosurfactants among surfactant compounds, and
can be classified as simple or compound glycolipids. With few exceptions, the exact
biosynthetic steps of most simple glycolipids are still not fully understood. However, in
general, they involve the supply and binding of glycosyl and lipid precursors, which bonding
is mainly via O-glycosidic or ester bonds, formed by glycosyl transferases or acyl
transferases, respectively.

In this monograph, the concept and possible applications of biosurfactants are presented in
a clarified way, following their path from biosynthesis to therapy.

Keywords: Biosurfactants; Surfactants; Glycolipids; Synthesis; Therapeutic applications.



ABREVIATURAS

ACP - Proteina Transportadora de Acilo
(Acyl Carrier Protein)

ACs — Aciltransferases
AISI — Aluminio-Silicio

ATCC — American Type Culture
Collection (centro global de recursos
biol6gicos)

ATP - Adenosina trifosfato/ trifosfato de
adenosina

cAMP- Adenosina-monofosfato ciclico
CE - Carbohidrato Esterases

CFTR - Regulador de Condutancia
Transmembranar da Fibrose Cistica (Cystic
Fibrosis Transmembrane Conductance
Regulator)

CGLs — Glicolipidos Complexos
CMC - Concentracdo Micelar Critica
CoA — Coenzima A

DG - Doenca de Gaucher
G-CSF — Fator estimulador de coldnias de

granulécitos
GH — Glicosido Hidrolases
GLs — Glicolipidos

GM-CSF - Fator estimulador de coldnias
de granulécitos-macrofagos

HIgG — Imunoglobulina G humana
IAF - Instituto Armand Frappier

IgE — Imunoglobulina E

IMET — Media de Informacéo e
Tecnologia Educacional (Information
Media and Educational Technology)

LE — Lipido Esterases
MEL — Lipidos de Manosileritritol

MEOR - Recuperac¢ado Microbiana
Melhorada de Petrdleo

NB-DGJ - analogo de galactose da N-
butildesoxinojirimicina

NB-DNJ - analogo de glicose da N-
butildesoxinojirimicina

NGF — Fator de Necrose Tumoral

OOME - Efluente de moinho de azeite
(Olive Oil Mill Effluent)

PHEMA - poli(2-hidroxietil) metacrilato

PLA2 - Fosfolipase A2
RLs — Ramnolipidos

SACs — Componentes tensioativos
surfactantes (Surface Active Compounds/
Components)

SGLs — Glicolipidos Simples

SIDA — Sindrome da Imunodeficiéncia
Humana Adquirida

TLs — Lipidos de Trealose
TOM - Transplantes de medula éssea

UCP - Universidade Catolica de
Pernambuco (Catholic University of
Pernambuco)

UG — Universidade de Guelph (University
of Guelph)
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BIOSSURFACTANTES

1. Introducédo

Os tensioativos, por vezes também chamados de “surfactantes” (surface active
compounds - SAC) sdo moléculas anfipaticas constituidas por grupos hidrofilicos (ou i6nicos)
(1) (comumente referidos como "cabegas polares") e grupos hidrofobicos (“caudas apolares”,
geralmente hidrocarbonetos) (2)(3) - figura 1. Estas regifes conferem as moléculas a
capacidade de se acumular entre fases fluidas, como 6leo/dgua ou ar/agua, reduzindo as
tensdes superficiais e interfaciais e formando micelas/emulsdes (3), onde os hidrocarbonetos
se podem solubilizar em &gua ou onde a &gua se pode solubilizar nos hidrocarbonetos (2).

Regido Hidrofdbica (apolar)

Regido Hidrofilica
(polar)

Figura 1 - Representacdo da estrutura orgéanica de um tensoativo (1)

Estas propriedades conferem a estes compostos excelentes caracteristicas de detergéncia,
emulsificacdo, formacdo de espuma e dispersdo, 0 que os torna um dos produtos mais
versateis da indastria quimica. Séo utilizados em todas as areas industriais, desde detergentes
domesticos a produtos alimentares e farmacéuticos (4).

Os surfactantes podem ser sintetizados por via quimica a partir de derivados do petroleo
ou por via biotecnoldgica utilizando microorganismos e matéria-prima renovavel (5). Mas, de
facto, a grande maioria dos SACs atualmente utilizados sdo quimicamente derivados do
petrleo (2). Entretanto, 0 aumento da preocupacdo ambiental entre o0s consumidores, em
conjunto com novas legislacbes de controlo ambiental, levaram a procura de surfactantes
naturais como alternativa aos produtos existentes (6).

Assim, sdo os surfactantes microbianos que tém despertado um interesse crescente nos
ultimos anos devido a sua diversidade, natureza environmentally friendly?, possibilidade de
producdo por fermentacdo e potenciais aplicagdes no campo da biorremediacdo, bem como
nas industrias de petréleo, quimica, agricola, alimentar, biomédica e outras (7).

Estes apresentam, assim, diversas vantagens sobre o0s tensoativos quimicos,
nomeadamente: uma menor toxicidade, maior biodegradabilidade (8), maior
biocompatibilidade e digestibilidade (9), melhor compatibilidade ambiental, maior formacéo
de espuma (10), alta seletividade e atividade especifica em condi¢cbes extremas de
temperaturas, pH e salinidade (11), para alem da possibilidade de serem produzidos a partir de
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recursos econdmicos e renovaveis, como 6leos vegetais, residuos de destilaria e residuos de
laticinios (12).

Os microorganismos sdo capazes de sintetizar uma ampla gama de SACs estruturalmente
diversos (13). Nao obstante, todos sdo constituidos por uma regido hidrofilica (um éster, um
hidroxilo, um grupo fosfato, um grupo carboxilato ou um acucar) (9) e uma regido
hidrofébica/ lipofilica (cadeias de hidrocarbonetos de um ou mais acidos gordos, que podem
ser saturados, insaturados, hidroxilados ou ramificados) (6). Essas estruturas conferem uma
ampla gama de propriedades, incluindo a capacidade de diminuicdo da tenséo superficial e
interfacial de liquidos e a formacéo de micelas e microemulsdes entre duas fases diferentes

(7).

2. Objetivos

A presente monografia pretende apresentar de forma clarificada o conceito de
“biossurfactantes”, mais concretamente dos glicolipidos, incluindo a sua sintese metabdlica,
os fatores que influenciam a sua producdo, as diferentes matérias-primas utilizadas, as
possibilidades de cinéticas de fermentacdo e, em especial, as suas aplica¢fes, nomeadamente
na area da saude. Por consequéncia, em Ultima instancia, pretende-se uma reflexdo sobre o
presente e o futuro no que concerne a possibilidade de realizacdo de ensaios clinicos
envolvendo este tipo de compostos.

3. Materiais e Métodos

A presente monografia foi elaborada com base em varios artigos cientificos
disponibilizados online, nomeadamente através dos motores de busca PubMed, Elsevier e
GoogleScholar, alguns de acesso gratuito outros ndo. Para a pesquisa foram utilizados varios
termos-chave, destacando-se: biossurfactantes, tensioativos, glicolipidos, sintese, fatores de
producdo, cinética de fermentacdo, matérias-primas, aplicagdes dos biossurfactantes,
aplicacOes terapéuticas, ensaios clinicos, Doenca de Gaucher, N-butildesoxinojirimicina e
satde. Os artigos foram sujeitos a cuidadosa andlise e sintese, com o objetivo de redigir um
texto claro, coerente e coeso sobre o tema.

Os critérios de inclusdo passaram por diversos artigos sobre classificagdo, estrutura,
biossintese, producdo e aplicagdes de biossurfactantes, mais concretamente glicolipidos e
patologias associadas a este tipo de compostos. Foram, portanto, excluidos os artigos
encontrados acerca de biossurfactantes de outros tipos, nomeadamente lipoproteinas, acidos
gordos, lipidos neutros, fosfolipidos, surfactantes poliméricos e surfactantes particulados.
Foram também excluidos estudos clinicos realizados em animais ou células, mas também
ensaios clinicos (em humanos) sobre a fisiopatologia de outras doencas associadas a
biossurfactantes que ndo a Doenga de Gaucher ou sobre outras enzimas que ndo a
glucosiltransferase especifica da ceramida (GlcT-1). Como consequéncia, dos 142 artigos
consultados, apenas 93 foram, de facto, utilizados para a redacao da presente monografia.
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A pesquisa de artigos cientificos foi efetuada entre fevereiro de 2021 e junho de 2022. A
selecdo baseou-se na sua credibilidade cientifica, relevancia para o tema em questdo e data de
publicacdo, tendo sido utilizada uma janela temporal bastante vasta, desde 1970 até 2021.

4. Resultados e Discussao

Os microorganismos séo capazes de sintetizar uma ampla gama de compostos surfactantes
estruturalmente diversos (13). Estes podem ser divididos essencialmente em duas classes
principais (13):

-Compostos de baixo peso molecular — “biossurfactantes”(13) — sdo geralmente
glicolipidos (como, por exemplo, lipidos de trealose, soforolipidos e ramnolipidos), ou
lipopéptidos (como surfactina, gramicidina S e polimixina) ou fosfolipidos. Sdo mais eficazes
a diminuir as tensdes superficiais e interfaciais (14).

-Compostos de alto peso molecular — “bioemulsificantes” — polimeros anfifilicos e
polifilicos (7), como por exemplo polissacarideos anfipaticos, proteinas, lipopolissacarideos,
lipoproteinas ou misturas complexas destes biopolimeros. Incluem, portanto, surfactantes
poliméricos e particulados (12). Estes sdo mais eficazes na estabilizacdo de emulsdes de 6leo

em agua (14).

Na tabela 1 sdo apresentados Varios tipos de biossurfactantes e 0s microorganismos

envolvidos.

Tabela 1 - Principais classes de biossurfactantes e microorganismos produtores (2)

Tipo de biossurfactante

Subtipo de biossurfactante

Microorganismo produtor

Glicolipidos

Ramnolipidos

Pseudomonas aeruginosa

Soforolipidos

Torulopsis bombicola, T.
apicola, T. petrophilum
Candida bombicola
Wickerhamiella domericgiae

Lipidos de trealose/
Trealolipidos

Rhodococcus erythropolis,
Mycobacterium sp.
Micrococcus luteus

Lipidos de celebiose

Ustilago zeae, U. maydis

Lipopéptidos e
Lipoproteinas

Péptido-lipido

Bacillus licheniformis

Viscosina

Pseudomonas fluorescens

Ornitina (15)

Pseudomonas sp

Serrawetina

Serratia marcescens

Surfactina Bacillus subtilis
Subtilisina Bacillus subtilis
Gramicidinas Bacillus brevis
Polimixinas Bacillus polymyxa

Acidos gordos, lipidos
neutros e fosfolipidos

Acidos gordos

Corynebacterium lepus

Lipidos neutros

Nocardia erythropolis
Clostridium sp (15)

Fosfolipidos

Thiobacillus thiooxidans
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Surfactantes poliméricos

Emulsan Acinetobacter calcoaceticus
Biodispersan Acinetobacter calcoaceticus
Alasan (15) Acinetobacter radioresistens
Liposan Candida tropicalis (15)

Carbohidrato-lipido-proteina

Pseudomonas fluorescens

Manana-lipido-proteina

Candida tropicalis

Acidos corinemicolicos (15)

Corynebacterium sp

Surfactantes particulados

Vesiculas

Acinetobacter calcoaceticus

Células

Vaérias bactérias

4.1Glicolipidos

Como ja referido anteriormente, os biossurfactantes mais conhecidos sdo os glicolipidos
(GLs), dos quais os mais eficazes do ponto de vista das propriedades tensoativas sdo 0S
lipidos de trealose (trealolipidos) obtidos de Mycobacterium e bactérias relacionadas, 0s
ramnolipidos obtidos de espécies de Pseudomonas, e os soforolipidos obtidos de leveduras
(16).

Os glicolipidos podem ser classificados como glicolipidos glicosidicos e glicolipidos né&o
glicosidicos, nos quais os residuos de acucar e os residuos lipidicos estdo ligados por meio de
ligacGes glicosidicas (por exemplo, ligacdes O- ou N-glicosidicas) e ndo glicosidicas (por
exemplo, ligacdes éster ou amida), respetivamente (figura 2B).

Os residuos glicosil podem ser mono-, di-, oligo- ou polissacarideos (por exemplo, glicose,
celobiose ou glicano, respetivamente), aglcares de alcoois ou poliois (como manitol, eritritol
ou arabinol), amino-aglcares (como desosamina) ou &cidos de aglUcares (como os acidos
glucoroénicos). Ja o residuo lipidico pode variar: acidos gordos, policetideos, esterois,
hopanoides e carotenoides com diferentes substituicGes, comprimentos de cadeia, niveis de
saturacédo, ramificagéo e polimerizagdo (17).

Outra forma de classificacdo destes compostos € como glicolipidos simples e complexos
(figura 2A).

Os glicolipidos simples (SGLs), por vezes chamados de sacarolipidos, sdo constituidos
apenas por dois componentes (glicosil e lipidico), sendo que as regides glicosil e lipidica
estdo diretamente ligadas entre si. Incluem, portanto acidos e alcoois gordos glicosilados,
carotenoides, hopanoides e esterois glicosilados (17), mas também glicolipidos contendo
oligossacarideos (17).

Os glicolipidos complexos (CGLs) sdo, no entanto, estruturalmente mais heterogéneos,
pois contém, para além das fragdes glicosil e lipidica, outros residuos como glicerol
(glicoglicerolipidos), péptidos (glicopeptidolipidos), esfingosina acilada (glicoesfingolipidos,
por exemplo glucosilceramida) ou outros residuos (17).

Os GLs contendo polissacarideos, embora ndo contenham nenhum residuo para além das
fracdes glicosil e lipidica, sdo classificados em glicolipidos complexos devido a natureza
complexa dos residuos polissacaridicos (17).
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Figura 2 - Classificacdo dos glicolipidos e principais tipos de ligacdes entre os
residuos glicosil e lipidico (17)

Alguns dos mais conhecidos glicolipidos simples sdo os ramnolipidos, os trealolipidos
(SGLs bacterianos), e os soforolipidos (SGLs fungicos) (2)(17).

1. Ramnolipidos - Séo os glicolipidos mais bem estudados, nos quais uma ou duas
moléculas de ramnose estdo ligadas a uma ou duas moléculas de &cido B-hidroxidecanoico.
S&o produzidos principalmente por Pseudomonas aeruginosa (18).

2. Trealolipidos — sdo glicolipidos formados por associacdo do dissacarideo trealose aos
acidos micolicos, na maioria das espécies de Mycobacterium, Nocardia e Corynebacterium.
Os 4cidos micolicos sdo acidos gordos de cadeia longa hidroxilados em configuragdo o ou .

Consoante os diferentes organismos produtores, diferem no tamanho e estrutura do acido
micolico, no nimero de atomos de carbono e no grau de insaturagdo. Um exemplo é o
dimicolato de trealose produzido por Rhodococcus erythropolis (19).

A maioria dos lipidos de trealose sintetizados por Rhodococcus e géneros relacionados
estdo ligados ao involucro celular e sdo produzidos principalmente quando 0s microrganismos
sdo cultivados em hidrocarbonetos, o que acarreta consequéncias negativas ao nivel da sua
producéo e recuperacgdo para aplicagfes industriais (20).
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3. Soforolipidos - consistem num carbohidrato dimérico de soforose ligado a um &cido
gordo hidroxilado de cadeia longa. S&o produzidos principalmente por leveduras como
Torulopsis bombicola, T. petrophilum e T. apicola. Embora possam diminuir a tensdo
superficial e interfacial, ndo sdo agentes emulsificantes eficazes (21).

A Figura 3 ilustra a estrutura dos biossurfactantes glicolipidicos (22).
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Figura 3 - Estrutura dos biossurfactantes glicolipidicos (adaptado, 24)

Os vérios surfactantes microbianos podem ser distinguidos de acordo com outros
critérios, como por exemplo, a sua natureza bioguimica (&cidos gordos, lipidos, bacteriocinas,
péptidos, polissacarideos), a natureza da parte hidrofilica (grupo carboxilato nos &cidos
gordos, glicerol nos glicerolipidos, carbohidratos nos glicolipidos, etc.), a espécie dos
organismos produtores, mas também de acordo com o tipo de fonte de carbono utilizada para
a sua producdo (por exemplo hidrocarbonetos, carbohidratos, gorduras e 6leos) (13).

4.2.Sintese Metabdlica

O principal papel fisiolégico dos biossurfactantes € permitir que os microrganismos
crescam em substratos insollveis em agua através da reducdo da tensdo superficial entre
fases, tornando, assim, o substrato mais disponivel para absorcao e metabolismo (23).

Os microorganismos utilizam os substratos hidrofilicos principalmente para o0 metabolismo
celular e para a sintese da fracdo polar dos biossurfactantes, enquanto os substratos
hidrofébicos sdo usados exclusivamente para a producdo da fracdo de hidrocarboneto dos
biossurfactantes (2,23).

Diversas vias metabdlicas estdo envolvidas na sintese de precursores para a producdo de
biossurfactantes e dependem da natureza das principais fontes de carbono empregues no meio
de cultura. Por exemplo, quando os carbohidratos (formados por C?, H® e O%), sdo a Unica
fonte de carbono para a produgdo de um glicolipido, o fluxo de carbono é regulado de tal
forma que ambas as vias lipogénica (para formacdo de lipidos) e de formacdo da regido
hidrofilica (através da via glicolitica) sdo supridas pelo metabolismo do agente microbiano,
conforme ilustrado na figura 4 (23,24).

Um substrato hidrofilico, como a glicose ou o glicerol, é degradado até originar
intermediarios da via glicolitica, como a glicose 6-fosfato, que € um dos principais
precursores de carbohidratos encontrados na fracdo hidrofilica de um biossurfactante. Para a

2 Carbono
3 Hidrogénio
4 Oxigénio
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producdo de lipidos, a glicose é oxidada a piruvato por meio da glicdlise e o piruvato €é
convertido em acetil-CoA, que produz malonil-CoA quando unido ao oxaloacetato, seguido
pela conversdo em &cido gordo, que é um dos precursores da sintese dos lipidos (23) (figura

4).
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Figura 4 - Metabolismo relacionado com a sintese de precursores de
biossurfactantes usando carbohidratos como substrato

A — fosfofrutocinase, B — piruvato cinase, C — isocitrato desidrogenase, D - citrato liase (presentes
apenas em leveduras oleaginosas e fungos), E - piruvato desidrogenase; F - piruvato carboxilase
(adaptado 25,26)

No entanto, quando é usado um hidrocarboneto (formado apenas por C e H) como fonte de
carbono, o mecanismo microbiano é direcionado principalmente para a via lipolitica e para a
gliconeogénese, permitindo assim 0 seu uso para a produgdo de acidos gordos ou agucares.
Para a producéo de agUcares, a via da gliconeogénese € ativada. Esta consiste na oxidacdo de
acidos gordos por meio da B-oxidacdo em acetil-CoA (ou propionil-CoA no caso de acidos
gordos de cadeia impar). A partir da formacao de acetil-CoA, as reacdes envolvidas na sintese
de precursores de polissacarideos, como a glicose 6-fosfato, sdo essencialmente o inverso das
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envolvidas na glicdlise. No entanto, as reacOes catalisadas pela piruvato cinase (figura 4, B) e
pela fosfofrutocinase-1 (figura 4, A) s@o irreversiveis. Por isso, sdo necessarias outras
enzimas exclusivas do processo de gluconeogénese para evitar tais reacdes. As principais
reacOes sdo apresentadas na figura 5, até a formacdo da glicose 6-fosfato, que é a principal
precursora dos polissacarideos, formados para a producdo da fracdo hidrofilica dos
glicolipidos (23,24).
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Figura5 — Metabolismo relacionado com a sintese de precursores de
biossurfactantes usando hidrocarbonetos como substrato

A — isocitrato liase, B — malato sintase, C — fosfoenolpiruvato carboxilase, D - frutose-1,6
bifosfatase (adaptado 25,26)

Depois, a sintese dos biossurfactantes propriamente ditos depende da polaridade da fonte
de carbono, que afeta a especificidade das rotas biossintéticas em cada organismo.

Existem varias possibilidades para a sintese das diferentes fracdes de biossurfactantes e sua
ligacdo, particularmente nos glicolipidos (2,25):
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1. as fragBes hidrofilicas e hidrofobicas séo sintetizadas independentemente do substrato
(“de novo”) por duas vias independentes

2. a regido hidrofilica é sintetizada de novo enquanto a sintese da regido hidrofdbica é
induzida pelo substrato

3. aregido hidrofobica é sintetizada de novo, enquanto a sintese da regido hidrofilica é
dependente do substrato

4. a sintese de ambas as regides hidrofobica e hidrofilica € dependente do substrato
(2,25).

Apesar disso, salvo poucas excecdes, as etapas biossintéticas exatas da maioria dos
glicolipidos simples (SGLs) ainda ndo s&o totalmente compreendidas. No entanto, de forma
geral, implicam sempre o fornecimento e a ligacdo dos precursores glicosil e lipidicos, ligacdo
essa que € principalmente via ligacdes O-glicosidicas ou éster, formadas por
glicosiltransferases (GT — figura Al) ou aciltransferases (AT — figura A2) respetivamente
(17).

As glicosiltransferases catalisam a transferéncia da fracdo agtcar de um doador de glicosil
ativado (geralmente um acucar-nucledtido ou um fosfato) para um aceitador de lipidos,
formando ligacGes glicosidicas entre os grupos hidroxilo (nucledfilos) do aceitador e o
carbono anomérico do doador (17).

Agnear-lipido
Ghcosil Transferase

-

=

Glhicosido Hidrolase

Al

Acncar-acicar
o Ghsosil Transferase

—————————

Ghcosido Hidrolase

Ceup
4
=i

Figura 6 - Enzimas-chave da biossintese e hidrélise de glicolipidos
L1: Grupos ativadores de nucleotidos ou fosfatos em doadores de grupos glicosil (17).

As aciltransferases (AT), por sua vez, catalisam a transferéncia da fragdo lipidica de um
doador de acil ativado (principalmente acil-CoA ou acil-ACP), para um aceitador de glicosil,
formando uma ligacdo éster entre o grupo hidroxilo (nucleofilo) do aceitador e o grupo
carbonilo do doador (17).
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Figura 7 - Enzimas-chave da biossintese e hidroélise de glicolipidos

L2: Coenzyme A (CoA-S-) or Acyl Carrier Protein (ACP-S-) activating groups on acyl donors;
L2: Grupos ativadores da Coenzima A (CoA-S-) ou da Proteina transportadora/ carrier .de Acilo
(ACP-S-) em dadores de grupos acilo (17)

4.3. Fatores que influenciam a producdo de biossurfactantes

Diferentes fatores, como a fonte de carbono, a fonte de nitrogénio ou as condicdes
ambientais podem influenciar a producéo de biossurfactantes.

1. Fonte de carbono

Evidéncias comprovadas levaram a conclusdo de que a fonte de carbono disponivel,
particularmente o carbohidrato utilizado, tem wuma grande influéncia no tipo de
biossurfactante produzido (2).

v" A producdo de ramnolipidos por Pseudomonas spp. é inferior (2) quando sdo usadas
fontes de carbono soluveis (misciveis) em agua, como glicerol, glicose, manitol e etanol,
comparativamente com substratos imisciveis em agua, como n-alcanos (C12) e azeite (26,27);

v" O rendimento é baixo quando apenas glicose ou Gleo vegetal sdo usados para a
producdo do biossurfactante de T. bombicola (21) e dos soforolipidos de C. bombicola (28),
mas aumenta quando ambas as fontes de carbono sdo fornecidas em conjunto (23). O mesmo
se verifica com a producéo se soforolipidos por C.lipolytica em meios contendo glicose e 6leo
de canola, e de glicolipidos por T. apicola IMET 43747 num meio contendo glicose e 0leo de
girassol (2).

v" Em meios contendo glicose, a suplementacdo com hexadecano resulta num aumento
do rendimento da producdo de biossurfactante (em Arthrobacter paraffineus ATCC 19558)
(29), e facilita a sua libertagdo das celulas (em Corynebacterium lepus) (30).
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v Diferentes fontes de carbono no meio afetam a composicdo dos biossurfactantes de
Pseudomonas spp., mas substratos com diferentes comprimentos de cadeia ndo exibem
nenhum efeito no comprimento das cadeias das fracdes de &cidos gordos nos glicolipidos
(27,31,32);

v Utilizando fontes de carbono prontamente disponiveis (neste caso, a glicose) ocorre
uma reduzida producdo de biossurfactantes; apenas quando todo o carbono soluvel é
consumido e quando o hidrocarboneto imiscivel em agua estd disponivel, € que ¢é
desencadeada a producéo de biossurfactante (33).

2. Fonte de nitrogénio

Evidéncias fundamentadas levam a crer que os constituintes do meio, além da fonte de
carbono, também afetam a producdo de biossurfactantes (2), sendo o nitrogénio, em
concreto, considerado o segundo suplemento mais importante para a producdo de
biossurfactantes por microrganismos (23).

v" Os sais de amonio e a ureia sdo as fontes preferidas de nitrogénio para a producao de
biossurfactante por Arthrobacter paraffineus, que produz mais biossurfactante com a adigédo
de L-aminoacidos (acido aspértico, &cido glutdmico, asparagina e glicina) ao meio (2);

v' Em comparagdo com 0 amonio, a assimilagdo de nitrato ¢ mais lenta e simula a
limitacdo do nitrogénio, o que favorece a producao de ramnolipidos (23). O nitrato suporta a
producdo maxima de surfactante em P. aeruginosa (26,34,35) e Rhodococcus spp.,
crescendo em azeite e parafina, respetivamente (2);

v/ Com a surfactina, a suplementacdo de L-valina ou L-isoleucina ao meio de cultura
resulta num aumento seletivo da producgdo da surfactina-Val’, ao passo que a adi¢do L-
leucina reduz significativamente essa producdo (36). Da mesma forma, a producdo de
liguenisina-A é aumentada duas e quatro vezes pela adicdo de acido L-glutdmico e L-
asparagina, respetivamente, ao meio (2);

v' No caso da producdo de lipidos de soforose pelos fungos T. bombicola e C.
Bombicola, extrato de levedura e ureia revelaram ser fontes de nitrogénio que suportam um
elevado rendimento em biossurfactante (37), assim como nitrato de amoénio e extrato de
levedura no caso da produgdo de manosileritritol lipidico por Candida sp. SY16, C.
lipolytica e C. glabrata (23);

v" A limitacdo de nitrogénio parece provocar o aumento da producéo de biossurfactantes
em P. aeruginosa, C. tropicalis I1P-4 e Nocardia (2);

v" A limitacdo de nitrogénio ndo s6 provoca superproducdo de biossurfactante, mas
também altera a composigéo do biossurfactante produzido (11).

v E a quantidade absoluta de nitrogénio e ndo a sua concentracio relativa que parece ser
importante para o rendimento ideal da biomassa (38).

3. Condicdes de crescimento

Fatores ambientais e condicGes de crescimento como pH, temperatura, agitacdo e
disponibilidade de oxigénio também afetam a producdo de biossurfactante, através dos
respetivos efeitos no crescimento ou atividade celular (2).
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Varios estudos demonstraram que o pH do meio desempenha um papel importante na
producdo de biossurfactantes: varias espécies produzem rendimentos méximos numa ampla
faixa de pH: pH 5,7 para C. glabrata UCP1002, pH 7,8 para Candida sp., pH 5,0 para C.
Lipolytica, pH 6,0 para C. batistae, pH 5,5 para Pichia anamola e pH 7,0 para Aspergillus
ustus (2).

Da mesma forma, a temperatura provoca alteracio na composicdo de alguns
biossurfactantes (Pseudomonas); a temperatura mais favoravel para a producédo de SACs por
varios fungos é 30°C (por exemplo: C. bombicola, C. batistae e T. bombicola (23)), mas o
tratamento térmico de outros biossurfactantes ndo leva a nenhuma mudanca apreciavel nas
suas propriedades (nomeadamente a reducdo da tensdo superficial/ interfacial e a eficiéncia
da emulsificacdo) (39). No caso de C. lipolytica, verificou-se que 27 "C ¢ a melhor
temperatura (2).

Ja um aumento na velocidade de agitacdo pode resultar, em alguns casos, na reducdo do
rendimento da producdo de biossurfactantes devido ao efeito de cisalhamento (por exemplo,
Serratia sp. SVGG16 cultivada numa cultura de hidrocarbonetos (40), Nocardia
erythropolis e A. calcoaceticus RAG-1) (40). No entanto, noutros casos, 0 aumento da
agitacdo pode resultar numa maior acumulacdo de biossurfactantes quer por leveduras (2),
quer por P. aeruginosa UCP 0992 cultivada em glicerol (41) e P. alcaligenes cultivada em
6leo de palma (42).

Também a transferéncia de oxigénio é um dos pardmetros-chave para a otimizagdo do
processo e aumento da escala da producdo de surfactantes como, por exemplo, a surfactina
em Bacillus subtilis (43), assim como a presenca de Fe?* num meio salino mineral (44). Isto
porque a producdo de alguns biossurfactantes também é afetada pela concentracdo de ides
metéalicos, dado que estes constituem importantes cofatores de algumas enzimas (44).

A concentracdo de sal (NaCl) — salinidade - também afeta a producéao de biossurfactantes,
dependendo do seu efeito na atividade celular. No entanto, alguns produtos ndo séo afetados
por concentracGes de sal de até 10% (p/v), embora se detetem pequenas reducbes nas
respetivas CMCs?®, indicando um aumento da atividade dos mesmos na presenca de NaCl
(39).

4.4 Matérias-primas para a producdo de biossurfactantes

A sociedade atual é caracterizada pelo aumento de gastos, pela necessidade de
reaproveitamento de materiais e por preocupacfes ambientais. Os residuos industriais tém,
por isso, despertado bastante interesse como um substrato de baixo custo para a producdo de
biossurfactantes, em especial os com alto teor de carbohidratos ou lipidos. Mas a selegdo dos
produtos residuais deve garantir o equilibrio adequado de nutrientes para permitir o
crescimento microbiano e a consequente producdo de biossurfactantes (23).

5> Concentracdo Micelar Critica
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Vaérios produtos residuais sdo empregues na producdo de biossurfactantes, incluindo: éleos
vegetais, efluentes oleosos, efluentes amilaceos, gordura animal, gordura vegetal, residuos de
6leo vegetal de cozinha, melago, residuos da industria de laticinios (soro do leite), licor de
maceracao de milho, efluente residual da farinha de mandioca, entre outros (23).

1. Efluente de moinho de azeite (Olive Oil Mill Effluent - OOME)

O OOMES® € um licor negro concentrado com uma regido solivel em &gua, usado para a
extracdo do azeite. Possui polifenois que representam um desafio em termos de impacto
ambiental. No entanto, também contém compostos de nitrogénio, 6leo residual e acidos
organicos. Ja foi usado com Pseudomonas sp. para produzir ramnolipidos (23).

2. Gordura animal

A gordura animal estimula a producdo de soforolipidos pela levedura C. bombicola (45), e
em conjunto com licor de maceracdo de milho, é possivel atingir a producdo maxima de
glicolipidos pela levedura C. lipolytica UCP 0988 (46,47), que revelaram ter uso na
biorremediacdo e na mobilizacao e recuperacao de petréleo (23).

3.  Oleos de Fritura

Oleo de fritura e gorduras comestiveis sdo considerados grandes fontes de carbono para a
producdo de biossurfactantes, em particular as gorduras de origem vegetal. O 6leo de babacu
(5% v/v) com fonte de carbono (1% glicose p/v), o 6leo de girassol e 0 azeite tém-se mostrado
fontes adequadas de energia e carbono para a producao de biossurfactantes. Residuos de 6leo
de canola e nitrato de sédio tém sido relatados como adequados para crescimento microbiano
e producdo de ramnolipidos, sendo que a combinacdo de glicose e éleo de canola tem sido
usada para a producao bem-sucedida de um biossurfactante por C. lipolytica (48).

4. Melaco

O melago é um subproduto (barato) do processamento da cana-de-agticar e da beterraba. E
composto por matéria seca, matéria organica ndo acucarada, proteina, potassio, magnésio,
fosforo e célcio; os teores de inositol, biotina, tiamina e &cido pantoténico conferem ao
melaco uma consisténcia espessa e tom acastanhado. O seu alto teor de acucar (48% -56%)
torna-o adequado para a producdo de biossurfactantes por diferentes microrganismos, como
por exemplo, varias estirpes de Bacillus (49).

5. Soro de leite/ Whey

A industria de laticinios produz grandes quantidades de soro de leite, soro de queijo, soro
de coalhada e soro latico (este ultimo que possui elevada quantidade de lactose), todos 0s
quais podem ser usados como substratos para a producdo microbiana de metabolitos (50).
Outros componentes, como proteinas, vitaminas e acidos organicos, sdo boas fontes para o
crescimento microbiano e producédo de biossurfactante; no entanto, o descarte do soro de leite
representa um grande problema de poluicdo, especialmente em paises cuja economia depende
da industria dos lacticinios (51). Assim, o despojo deste produto secundario representa um

6 Olive Oil Milll Effluent
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desperdicio de substrato amplamente disponivel mas também acarreta um risco ambiental
(23).

6. Licor de maceracgdo de milho

A agroinddstria por via himida resulta em subprodutos sélidos e liquidos, que, quando
descartados de forma inadequada, constituem fonte de contaminacdo e danos para 0 meio
ambiente. O licor de maceracdo de milho € um subproduto da agroindudstria de produtos a
base de milho que contém 40% de matéria solida. E composto por proteinas, acido latico,
cinzas (contendo Ca2 +, Mg2 +, K+, etc.), carbohidratos e gordura de baixo teor (23).

Residuos da refinaria do 6leo de nozes e licor de maceracdo de milho constituem nutrientes
de baixo custo para a producdo de glicolipidos por C. sphaerica (UCP 0995), Uteis para
biorremediagdo (52). E um meio mineral suplementado com 2,0% de licor de maceragéo de
milho e 2,0% de 6leo de fritura residual de soja favorece a produgdo de um biossurfactante de
P. cepacia (53)

7. Substratos amilaceos

Substratos abundantes a base de amido também constituem fontes renovaveis de carbono.
A industria de processamento da batata, por exemplo, produz quantidades significativas de
residuos ricos em amido que sdo adequados para a producdo de biossurfactantes, sendo
constituidos maioritariamente por agua (80%), carbohidratos, proteinas, gorduras, minerais
inorganicos, elementos vestigiais e vitaminas. A agua residual da mandioca, um produto
residual rico em carbohidratos gerado em grandes quantidades, tem sido usada para a
producdo de surfactina por B. Subtilis. Outros residuos amilaceos, como agua de arroz e dgua
residual do processamento de cereais, também tém o potencial de permitir o crescimento
microbiano e a producéo de biossurfactantes (23).

4.5.Cinética de fermentacao

A cinética da producdo de biossurfactantes apresenta variagdes consideraveis entre 0s
varios sistemas de classificacdo. No entanto, algumas generalizacdes podem ser feitas, sendo
0s parametros cinéticos agrupados em quatro tipos (2,23):

(1) produgao associada ao crescimento (“‘growth-associated”);
(2) producéo sob condigdes limitantes do crescimento;
(3) producéo por células em repouso ou imobilizadas;

(4) producédo com suplementagédo de precursores.

Na producao “growth-associated”, verifica-se uma relacdo paralela entre crescimento,
utilizacdo de substrato e producdo de biossurfactante (figura 8.A). Exemplos incluem a
producdo de um ramnolipido por algumas Pseudomonas spp., glicoproteina AP-6 por P.
fluorescens 378 e biodispersan por Bacillus sp. estirpe IAF-343 (2).
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A producéo sob condicdes limitantes do crescimento é caracterizada por um aumento
acentuado na concentracdo de biossurfactante como resultado da limitacdo de um ou mais
componentes do meio (figura 8.B). Exemplos sdo a superproducdo de biossurfactantes por
Pseudomonas spp. quando a cultura atinge a fase estacionaria de crescimento devido a
limitacdo de nitrogénio e ferro. A concentracdo de ferro tem um efeito dramatico na producéo
de ramnolipidos por P. aeruginosa, resultando num aumento de trés vezes na producéo
quando as células sdo deslocadas do meio contendo mais ferro para um meio mais pobre em
ferro (2).

A producdo por células em repouso ou imobilizadas é um tipo de producdo de
biossurfactante em que ndo ha multiplicacdo celular. As células, no entanto, continuam a
utilizar a fonte de carbono para a sintese de biossurfactantes (figura 8.C). Sdo exemplo a
producdo de ramnolipidos por Pseudomonas spp. e P. aeruginosa CFTR-6, a producdo de
soforolipidos por Torulopsis bombicola e Candida apicola, a producéo de celobiolipidos por
Ustilago maydis (59), a producdo de tetraester de trealose por Rhodococcus erythropolis,
entre outros. A producdo por células em repouso € importante para a reducdo do custo de
recuperacdo do produto, pois as fases de crescimento e formacdo do produto podem ocorrer
separadamente (2).

J& a adicdo de precursores do biossurfactante ao meio de crescimento provoca alteragdes
qualitativas e quantitativas no produto. Por exemplo, a adicdo de compostos lipofilicos ao
meio de cultura de T. magnoliae, T. bombicola e T. apicola IMET 43747 resulta no aumento
da producdo de biossurfactante. Da mesma forma, a suplementacdo com o acucar
(carbohidrato) correspondente no meio de crescimento leva ao aumento da producdo de
biossurfactantes contendo diferentes mono-, di- ou trissacarideos em Arthrobacter paraffineus
DSM 2567 (133), Corynebacterium spp., Nocardia spp. e Brevibacterium spp. (2).

Na figura 8 segue-se um esquema ilustrativo dos diferentes tipos de cinética de
fermentacao referidos (2).
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Figura 8 - llustracdo esquematica com os diferentes tipos de cinética de fermentacéo para producéo
de biossurfactantes

(4) Produgdo “growth-associated” (B) Producgéo sob condicdes limitantes de crescimento (C)
Producéo de biossurfactante por células em repouso ou imobilizadas (2)
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4.6. Aplicacoes dos glicolipidos

As propriedades Unicas dos biossurfactantes sdo consideradas vantajosas sobre outros
tensoativos quimicos, sendo, por isso, uma boa alternativa a esses produtos (25).

Atualmente, os biossurfactantes sdo muito usados na Recuperacdo Melhorada de Petréleo
(MEOR) e na biorremediacédo de hidrocarbonetos. Mas também tém potenciais aplicacdes em
outros tantos campos como seja agricultura, cosméticos, produtos farmacéuticos, detergentes,
produtos de higiene pessoal, processamento de alimentos, manufatura téxtil, lavandaria,
tratamento e processamento de metais, processamento de papel e celulose e indUstria de tintas
(54).

A Tabela 2 mostra um resumo das fungdes e aplicacbes comerciais e industriais dos
biossurfactantes.

Tabela 2 - Principais aplicagdes comerciais dos biossurfactantes (1,10)

Funcao Aplicacbes

Emulsionante e dispersante Cosméticos,  tintas,  biorremediacdo,  dleos,
alimentos

Solubilizante Produtos farmacéuticos e de higiene

Agente molhante e penetrante | Produtos farmacéuticos, téxteis e tintas

Detergente Produtos de limpeza, agricultura

Agente espumante Produtos de higiene, cosméticos e flotacdo de
minérios

Agente espessante Tintas e alimentos

Sequestrante de metais Mineracdo

Formador de vesiculas Cosmeéticos e sistemas de libertacdo de farmacos

Fator de crescimento | Tratamento de residuos oleosos

bacteriano

Demulsificante Tratamento de residuos, recuperacdo de petréleo

Redutor de viscosidade Transporte em tubulacdes, oleodutos

Dispersante Misturas carvdo-agua, calcario-agua

Fungicida Controlo bioldgico de fitopatogénios

Agente de recuperacdo Recuperacdo terciaria de petréleo (MEOR)

4.6.1. Industria Petrolifera

O petroleo é um dos mais importantes recursos energéticos e matérias-primas da indudstria
quimica (12). No entanto, a industria petrolifera produz uma grande quantidade de residuos
perigosos, para aléem dos derramamentos de petréleo durante a exploracdo, transporte e
refinacdo, que tém provocado sérios problemas ambientais (12).

Os métodos fisico-quimicos convencionais podem remover rapidamente a maior parte do
petréleo derramado, mas, na maioria dos casos, a sua remocao acaba por simplesmente
transferir contaminantes de um meio ambiental para outro, podendo inclusivamente produzir
subprodutos toxicos (12). Além disso, o petrdleo bruto ndo pode ser totalmente limpo
recorrendo a métodos fisico-quimicos (12).

A libertacdo de contaminantes (petréleo e derivados) no meio ambiente é uma das
principais causas da poluicdo global e tornou-se um foco de grande preocupacdo em paises
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industrializados e em desenvolvimento devido a ampla distribuicdo ambiental (no solo, aguas
subterraneas e ar). As fontes de contaminagéo sdo diversas: acidentes durante o transporte de
combustivel por navios e camides; derrame de tanques subterraneos sujeitos a corrosao (como
postos de gasolina); extracdo de petrdleo e operagdes de processamento; libertacdo
inadequada de residuos gerados por industrias que fazem uso de derivados de petrdleo na
producdo de plésticos, solventes, produtos farmacéuticos e cosméticos (12).

Nesse sentido, os biossurfactantes desempenham um papel importante nos processos de
biorremediacdo devido a sua eficacia como agentes de dispersdo e remediacdo, bem como
pelas suas propriedades ecologicas, sendo usados na limpeza de derramamentos de petroleo,
remocao de residuos de petroleo de tanques de armazenamento, recuperacdo microbiana de
petrdleo e biorremediacéo de solo e agua (12).

Na industria do petréleo, os biossurfactantes também tém uma ampla gama de aplicacdes
biotecnologicas. Todas as operagOes, incluindo exploracdo e producdo de o6leo, refinacao,
transporte, manuseamento do produto, gestdo de residuos e polui¢do acidental podem ser
melhorados, otimizados ou aumentados pelo uso de algum tipo de biossurfactante (55) (tabela
3).

Tabela 3 - Aplicagfes comuns dos biossurfactantes na industria do petrdleo (16)

Etapa na cadeia de producéo de petroleo Aplicacao

Modificagdo da  molhabilidade  do
reservatorio

Extragdo Reduc&o da viscosidade do petrdleo

Lama de perfuracédo (Drilling mud)

Controlo da deposicéo de parafina/ asfalto

Deslocamento do petréleo melhorado

Reducéo da viscosidade do petréleo

Transporte Estabilizacdo da emulséo oleosa

Deposicdo de parafina/ asfalto

Reducéo da viscosidade do petréleo

Limpeza do tanque / recipiente do petrdleo —
Emulsificacdo de lodo oleoso

Disperséo de hidrocarbonetos

Extracdo de petréleo bruto de reservatorios

Atualmente, em todo o mundo sé&o empregues variados processos de recuperacdo de
petréleo: térmico, quimico, fisico, entre outros. No entanto, estes processos sdo dispendiosos
e prejudiciais para 0 meio ambiente (12). Assim, torna-se necessario encontrar alternativas,
econdmicas e ecologicas. Os biossurfactantes tém aplicacdo neste dominio, visto que sdo
capazes de melhorar a mobilizacdo de hidrocarbonetos, aumentando assim a recuperacao de
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petroleo bruto a partir de reservatérios, num processo denominado Recupera¢do Microbiana
Melhorada de Petréleo (MEOR?) (55).

A MEOR consiste numa tecnologia de recuperacdo tercidria do petroleo que utiliza
microrganismos ou produtos do seu metabolismo para a recuperacdo de 6leo residual (6),
sendo mais econémica em relacdo aos métodos convencionais, pois 0S microorganismos
produzem produtos eficientes a partir de substratos ou matérias-primas de baixo custo (12).

Este processo envolve diferentes estratégias, nomeadamente:

1) Producéo ex-situ em ambiente industrial usando biorreatores seguida de injecéo
no reservatorio (55)

2) Aumento microbiano através da injecdo de microrganismos produtores de
biossurfactantes no reservatério e subsequente disseminacéo in situ (12)

3) Injecdo de nutrientes no reservatorio para estimular o crescimento de
microorganismos selvagens produtores de biossurfactantes (55)

Todas estas estratégias aumentam a recuperacdo de petréleo a partir de um reservatorio
esgotado, reduzindo a tensdo superficial 6leo-rocha ao diminuir as forcas capilares que
impedem o movimento do petr6leo através dos poros, estendendo assim a vida util do
reservatorio. Para além disso, os biossurfactantes também auxiliam na emulsificacdo e na
quebra de filmes de 6leo nas rochas, importante para maximizar a extracdo e, em ultima
analise, prolongar a vida Gtil do reservatorio (55).

Transporte de petréleo bruto através de oleodutos

Na maioria das vezes o petréleo bruto tem de ser transportado por longas distancias desde
0s campos de extracdo até as refinarias, 0 que envolve dificuldades operacionais que limitam
a sua viabilidade econdmica (55). Os principais problemas associados sdo a baixa fluidez
(devido a elevada viscosidade) e o teor de asfaltenos e parafinas no petréleo bruto pesado, que
se podem depositar e provocar problemas de obstru¢cdo no oleoduto (55). Os asfaltenos
precipitam em ductos de metal e na presenca de ides férricos em condi¢fes acidas, formando
a chamada “lama de asfalteno” (asphaltene mud), que se deposita no ducto e obstrui o fluxo
de petroleo (12).

Nesse contexto foi desenvolvida uma tecnologia promissora envolvendo a produgéo de
uma emulsdo O6leo em agua estavel que facilita a mobilidade do petroleo. Os
bioemulsificantes (ja referidos anteriormente como SACs de “alto peso molecular”) sdo
particularmente adequados para esta aplicacdo (12). Estes, apesar de ndo serem tao eficazes na
reducdo das tensdes interfaciais como os glicolipidos e os lipopétidos, ttm uma excelente
capacidade de estabilizar emulsbes 6leo/agua. Devido ao grande nimero de grupos reativos
nas moléculas, eles ligam-se fortemente as gotas de 6leo e formam uma barreira eficaz que
evita a sua coalescéncia (55). Um exemplo de compostos poderosos neste campo sdo 0
emulsan e anadlogos (12). Estas emulsdes, ao chegar ao destino, podem ser utilizadas
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diretamente sem desidratacdo, ou tratadas com enzimas especificas para serem destruidas
antes da utilizagéo (55).

Limpeza de tanques de armazenamento de petréleo

Diariamente, grandes quantidades de petroleo bruto sdo distribuidas em refinarias e
colocadas em tanques de armazenamento (55). No entanto, residuos e fracbes de petroleo
pesado que se acumulam no fundo e nas paredes dos tanques de armazenamento Sao
altamente viscosas, formando depositos sélidos incapazes de ser removidos com 0s métodos
convencionais (12). A remocao deste material requer muitas vezes lavagem manual e uso de
vapor, agua quente ou solventes, que € um procedimento perigoso, demorado, Oneroso e
geralmente resulta na producéo de grandes quantidades de residuos (55).

O uso de biossurfactantes microbianos é um procedimento de limpeza alternativo para
diminuir a viscosidade de sedimentos e depositos através da formacdo de uma emulsdo de
6leo em agua que facilita 0 bombeamento dos residuos. Além disso, permite a recuperacdo do
petréleo bruto quando a emulséo é destruida (12).

No entanto, pelo menos por enquanto, 0s biossurfactantes sdo dispersantes menos
eficientes do que os produtos quimicos e mais caros de produzir em grande escala (55).

Tratamento de residuos de petroleo

Durante os processos de exploracdo, armazenamento, transporte e refinacdo do petréleo, é
gerada uma quantidade consideravel de lodo oleoso. O destino destes residuos sempre foi um
problema enfrentado pelas indlstrias de petréleo. A lama oleosa é uma emulsdo complexa de
varios hidrocarbonetos de petréleo contendo particulas solidas, &gua e metais pesados cujos
métodos de tratamento eficazes se tornaram uma tecnologia muito procurada (55).

Diferentes op¢des tecnoldgicas foram adotadas por refinarias de petréleo em todo o mundo
para a gestdo dos residuos gerados. Por exemplo: extracdo por solvente, desidratacdo e
incineracdo, estabilizacdo, pirdlise, lavagem com &gua quente ou surfactantes e
biodegradacdo. Mas estes métodos costumam ser onerosos e requerem equipamentos
complexos, aumentando o custo e a complexidade. Assim, os metodos biologicos tém vindo a
ser considerados mais adequados devido ao seu menor risco e maior seletividade a reacoes
especificas. Varias investigacbes foram realizadas com vista a usar biossurfactantes no
tratamento das lamas oleosas, j& que a formacdo de emulsdes Oleo-agua facilita o
bombeamento do lodo e a sua destrui¢cdo permite melhor recuperagédo do petroleo bruto (55).
Um exemplo inclui o ramnolipido F-2 produzido por P. aeruginosa, que permitiu recuperar
até 91,5% de 6leo do lodo oleoso em estudos a escala piloto (18) .

Demulsificacdo

A demulsificagdo (“quebra da emulsdo”) ¢ especialmente importante na producdo de
petréleo bruto e no tratamento de &guas residuais. Na producdo de petroleo bruto séo
produzidas emulsdes de dgua em 0leo, que podem ser extremamente estaveis devido ao teor
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de asfaltenos e resinas naturalmente presentes. Assim, a separacdo eficaz do petréleo bruto e
da &gua é crucial em termos de qualidade do petrdleo, mas também por forma a garantir uma
elevada qualidade da fase aquosa separada ao menor custo possivel (56). A separacdo da
emuls@o em Gleo e 4gua envolve a desestabilizacdo do filme emulsificante em torno das gotas
de agua (55).

Os demulsificantes microbianos podem substituir o uso de quimicos in situ, reduzindo a
necessidade de transportar as emulsbes para tratamento, fornecendo uma solucdo mais
ecoldgica. Também sdo mais faceis de remover e recuperar no final do processo. De entre 0s
metabolitos microbianos utilizados destacam-se glicoproteinas, glicolipidos, fosfolipidos e
polissacarideos (55).

Corrosdo

A corrosdo representa um grande problema para a industria do petréleo. Todos o0s
equipamentos usados sdo suscetiveis a corrosao, com consequentes efeitos negativos sobre o
investimento no setor de petroleo.

Os agentes inibidores de corrosdo (quimicos, organicos ou mistos) tém sido o foco da
pesquisa ha muitos anos enquanto método mais pratico de prevencdo. Uma alternativa a estes
é 0 uso de biossurfactantes. A sua maioria exibe propriedades anticorrosivas e tem grande
potencial para tal utilizacdo por meio do condicionamento de superficies metélicas para
retardar o processo de corrosdao. Um exemplo é o biossurfactante produzido por Pseudomonas
fluorescens, que mostrou retardar significativamente a corrosdao da superficie do aco
inoxidavel AISI 304 (57).

4.6.2. Biorremediacdo

Biorremediacdo marinha

Os constantes acidentes de derramamento de petroleo resultam numa contaminacao
significativa dos oceanos e ambientes costeiros. Assim, urge a necessidade de desenvolver
varios produtos quimicos, procedimentos e técnicas para combater a poluicdo por petréleo no
mar e ao longo da costa (54).

Os biossurfactantes sdo um desses produtos quimicos. Estes desempenham um papel
importante nos processos de biorremediacdo devido a sua eficacia como agentes de dispersdo
e remediacdo, bem como pelas suas propriedades ecoldgicas, sendo usados na limpeza de
derramamentos de petroleo, remocédo de residuos de petréleo de tanques de armazenamento,
recuperacdo microbiana de petréleo e biorremediacdo de solo e &gua (12). A sua capacidade
de emulsionar misturas de hidrocarbonetos e agua aumenta a degradacao dos hidrocarbonetos
no meio ambiente. E a presenca de microorganismos degradadores de hidrocarbonetos na
agua do mar torna a biodegradacdo um dos métodos mais eficientes para remocao de
poluentes (58).
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Exemplificando, o emulsificante produzido por Pseudomonas aeruginosa SB30 mostrou
ser capaz de dispersar rapidamente o petréleo em gotas finas, o0 que pode ser Util na remocao
do mesmo em praias contaminadas (59).

Biorremediacdo do solo

Os biossurfactantes microbianos ja demonstraram propriedades de biorremediacdo do solo
contaminado com o0leo residual de industrias petroliferas (60) e de locais contaminados com
metais pesados toxicos como uranio, cadmio e chumbo (61).

A degradacdo de hidrocarbonetos por microbios presentes no solo contaminado é o
principal método para remover poluentes de hidrocarbonetos do solo (54). Mas os resultados
existentes quanto a utilidade do uso de biossurfactantes na biodegradacdo de hidrocarbonetos
sdo variaveis.

Os soforolipidos, por exemplo, quando adicionados a um sistema modelo contendo solo e
uma mistura de hidrocarbonetos (tetradecano, pentadecano, hexadecano, pristano, fenildecano
e naftaleno) em meio de sal mineral, permitem um aumento significativo da degradacéo de
hidrocarbonetos (62). J& o emulsificante Emulsan mostrou estimular a mineralizacéo
aromatica (fenantreno e carbazol) por culturas bacterianas puras, mas inibiu a degradacéo
aromatica por culturas mistas (63); e os biossurfactantes produzidos por Pseudomonas
aeruginosa UG2 aumentam a biodegradacao de tetradecano, pristano e hexadecano nos solos
mas ndo de 2-metilnaftaleno, o mais soltvel em &gua dos hidrocarbonetos (64).

4.6.3. Industria Alimentar

Glicolipidos como emulsionantes alimentares e melhoradores da qualidade alimentar

Os biossurfactantes, em particular os glicolipidos, tém potencial para ser usados na
industria alimentar. De facto, como resultado da sua baixa toxicidade e biodegradabilidade,
sdo amplamente descritos como aditivos em alimentos (65).

A propriedade mais Gtil dos compostos tensoativos microbianos é a capacidade de formar
emulsdes estaveis, o que melhora as propriedades de textura e consisténcia dos produtos
lacteos, bem como a dispersdo de fase e a solubilizacdo de aromas (6). Ao reduzirem a tensao
interfacial e diminuirem a energia superficial entre as duas fases, estes compostos evitam a
coalescéncia de particulas por meio da formacdo de barreiras de natureza estérica e
eletrostéatica (9).

Os biossurfactantes também sdo usados para controlar a textura e a vida Util de produtos
contendo amido, para melhorar a consisténcia e a textura de produtos a base de gordura, para
aglomeracdo de globulos de gordura, entre outras. Em formulagdes de panificacdo e gelataria,
sdo usados para melhorar a consisténcia, retardar o endurecimento, solubilizar Oleos
aromaticos e como estabilizadores de gordura (9).

Os ramnolipidos (glicolipidos), em particular, mostraram melhorar a estabilidade, textura,
volume, forma e conservacdo da massa de produtos de panificacao, e parece também melhorar
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as propriedades do creme de manteiga, croissants e produtos de confeitaria congelados (65).
Para além disso, podem servir como fonte de L-ramnose, um composto raro, usado
comercialmente na producio de compostos aromatizantes de alta qualidade. E encontrado em
varios polissacarideos animais, vegetais e bacterianos, bem como nos ramnolipidos,
nomeadamente os produzidos por P. aeruginosa (65), e ja € usado industrialmente como um
precursor de componentes de sabor como o furaneol (furanona de morango) (9).

O bioemulsificante produzido por C. utilis, por exemplo, tem sido utilizado em molhos
prontos para saladas (6). Os soforolipidos derivados de C. bombicola sdo capazes de
emulsionar 6leo de soja, azeite, 6leo de girassol e 6leo de mostarda (66).

Embora a adi¢do de ramnolipidos tenha sido sugerida para melhorar as caracteristicas da
massa de produtos de panificacdo, o uso de compostos derivados de um patogénio oportunista
como P. aeruginosa como ingredientes alimentares ndo é praticamente viavel. Em vez disso,
tem sido sugerido o uso de biossurfactantes obtidos de leveduras ou Lactobacilos, que sdo
geralmente reconhecidos como seguros e ja estdo envolvidos em varias tecnologias de
processamento de alimentos (7).

Glicolipidos com atividade antimicrobiana e antiadesiva

Os biossurfactantes glicolipidicos, dada a sua baixa toxicidade e biodegradabilidade, séo
amplamente descritos como aditivos em alimentos. Além disso, s&o bem conhecidos pela sua
atividade antimicrobiana numa ampla variedade de bactérias (65); por exemplo, o glicolipido
derivado das actinobactérias marinhas Streptomyces sp., que mostrou atividade
antimicrobiana contra Bacillus megaterium, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Salmonella shiga, Salmonella dysenteriae, Salmonella boydii, Candida
albicans e Aspergillus niger (67).

Biossurfactantes no controlo de biofilmes

“Biofilmes” sdo agregados de microorganismos nos quais as células microbianas aderem a
uma superficie e umas as outras. Incluem bactérias, uma mistura de material extracelular
microbiano produzido na superficie e qualquer outro material preso dentro da matriz
resultante (9). Na inddstria alimentar representam uma grande preocupagao porque podem ser
uma fonte de contaminacdo persistente levando a uma deterioracdo de alimentos e
transmissdo de doencas. Para evitar a adesdo de bactérias e a formacdo de biofilmes, uma
alternativa é o pré-condicionamento de superficies com biossurfactantes (65), por exemplo, o
biossurfactante aniénico de P. fluorescens (68).

Os glicolipidos sdo um exemplo compostos usados; apresentam atividade antibacteriana e
antiadesiva e inibem a formacéo de biofilmes de patogénios, diminuindo a suscetibilidade a
contaminacdo microbiana, por exemplo do pédo (65). Os ramnolipidos, em particular, tém
algum papel na inibicdo de biofilmes complexos e como adjuvantes para aumentar a atividade
de alguns antibidticos inibidores microbianos (9).
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Biossurfactantes como agentes antioxidantes

Os biossurfactantes apresentam algum potencial como agentes antioxidantes. Exemplos
incluem os versateis lipidos de manosileritritol (MELS), um biossurfactante de B. subtilis
RW-1 e um emulsificante polissacarideo de Klebsiella, que demonstrou ter uma inibic&o
potente na autooxidacdo do 6leo de soja (9).

4.6.4. Agricultura

Os agentes tensoativos s@o necessarios para a hidrofilizacdo de solos pesados para obter
boa molhabilidade e também para alcancar uma distribuicdo homogénea de fertilizantes e
pesticidas nos solos (54). Mas a sua principal aplicacdo na agricultura € na formulacdo de
herbicidas e pesticidas. Por exemplo, surfactantes de Bacillus ja foram utilizados para
emulsificar formulac6es de pesticidas organofosforados imisciveis (6).

Atividade anti-fitopatogénica

Dos biossurfactantes com aplicagdo na agricultura, os glicolipidos sdo usados como
biopesticidas para controlar fungos fitopatogénicos, pragas, patogénios e ervas daninhas.

Os biossurfactantes soforolipidicos mostraram ser ativos contra varios patogénios fungicos
e bacterianos de plantas. E os biossurfactantes ramnolipidicos possuem potencial para o
controlo bioldgico de fitopatogénios que produzem zodsporos (6), permitindo o seu uso na
agricultura para a protecdo de plantas, em particular os ramnolipidos derivados de P.
aeruginosa (65).

Atividades inseticida e mosquitocida

Existem poucos estudos sobre o uso de biossurfactantes glicolipidicos como (bio)pesticidas
para o0 controlo da invasdo de insetos e mosquitos. Mas alguns biossurfactantes
ramnolipidicos (poucos no entanto), j& foram descritos como agentes inseticidas e
mosquitocidas, revelando-se eficientes no biocontrolo de pragas como aracnideos, ovos,
larvas, gafanhotos e percevejos do sabugueiro (65).

Estimulacdo das defesas das plantas

Estudos recentes também mostraram que alguns ramnolipidos tém efeitos protetores nas
plantas contra a infestacdo de fungos fitopatogénicos e bacterias por meio da estimulacédo do
sistema imunologico das mesmas (65).

Estes compostos sdo capazes de: desencadear fortes respostas de defesa na videira
(nomeadamente contra o patdégeno necrotropico B. cinerea); induzir resisténcia a doencas
provocadas por bactérias e fungos; induzir a biossintese das hormonas vegetais acido
salicilico, acido jasmonico e etileno, envolvidos na imunidade das plantas (69); estimular
genes de defesa nas plantas do tabaco, trigo e Arabidopsis thaliana; e proteger plantas
monocotiledoneas contra fungos biotréficos (70).
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4.6.5. Mineracéo

Os biossurfactantes podem ser usados para a dispersdo de minerais inorganicos em
processos de mineragdo e manufatura.

O biodispersan, por exemplo, surfactante polimérico produzido por Acinetobacter
calcoaceticus, previne a floculacéo, é dispersante e surfactante, e catalisa a fratura do calcario
em particulas de menores dimensdes (54). E biossurfactantes de C. bombicola demonstraram
eficiéncia na solubilizacdo do carvdo (71). J& compostos como surfactina, ramnolipidos e
soforolipidos foram usados para remoc¢édo de metais pesados de sedimentos (72).

4.6.6. Cosméticos

As indastrias de cosméticos e cuidados com a salde usam grandes quantidades de
surfactantes para uma ampla variedade de produtos. Estes sdo usados como emulsionantes,
agentes espumantes, solubilizantes, agentes humectantes e agentes de limpeza. Produtos que
requerem surfactantes entre os seus ingredientes incluem repelentes de insetos, antidcidos,
almofadas para a acne, produtos anticaspa, solucfes para lentes de contato, desodorizantes,
produtos para o cuidado das unhas, pastas de dentes, etc. (73).

Devido a sua baixa toxicidade, excelentes propriedades hidratantes e compatibilidade com
a pele, os biossurfactantes podem ser usados em produtos de higiene e cosméticos. A titulo de
exemplo, um produto comercial com soforolipidos (1 mol) e propilenoglicol, (12 moles)
apresentou excelente compatibilidade dérmica, sendo utilizado como hidratante em cremes
faciais (6).

Alguns soforolipidos sdo utilizados como humectantes para incorporagdo em produtos de
maquilhagem. A KAO Co. Ltd desenvolveu um processo fermentativo para producdo de
soforolipidos, que posteriormente sofrem esterificacdo, resultando num produto com
aplicacdo em batons e como hidratante para pele e cabelos (6).

4.6.7. Aplicacdes terapéuticas

Os biossurfactantes tém também algumas aplicacoes terapéuticas.

Os glicolipidos sdo a classe mais comum de biossurfactantes e, apesar de muitos dos
estudos efetuados destacarem 0 seu uso em processos ambientais e de biorremediacéo, estas
moléculas também apresentam aplicacbes terapéuticas, ja que atuam como compostos
biologicamente ativos na (bio)medicina, particularmente como agentes antimicrobianos, anti-
inflamatorios, imunomoduladores e agentes de diferenciacdo celular (25).

Alguns podem ser usados como auxiliares de emulsificacdo para veiculagdo de farmacos
para o local de infecéo, para suplementacdo do surfactante pulmonar e como adjuvantes para
vacinas (16,73).
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4.6.7.1. Atividades biomédicas e terapéuticas dos biossurfactantes

A Tabela 4 resume Vvérias aplicagdes bioldgicas, biomédicas e terapéuticas de alguns dos
biossurfactantes mais utilizados.

Tabela 4 - Aplicagdes terapéuticas dos biossurfactantes (adaptado 4,71)

Biossurfactante

Organismo produtor

Aplicacbes

Ramnolipidos

Pseudomonas
aeruginosa

Atividade antimicrobiana contra M. tuberculosis
Atividade antiadesiva contra varias estirpes
bacterianas e de leveduras isoladas de préteses
vocais

Soforolipidos

Candida bombicola

Atividade antimicrobiana contra Gram-positivos,
por exemplo Bacillus subtilis, Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus aureus, Streptococcus
faecium, Propionibacterium acnes e
Corynebacterium xerosis (bactéria responsavel pela
acne).

Potencial aplicacdo na industria de produtos
cosmeéticos, higiénicos e farmacologico-
dermatologicos (25)

Surfactina
(3 tipos: A, B, C)

Bacillus subtilis

Agente antimicrobiano e antifingico

Acdo anticoagulante (inibicdo da formacdo de
coagulos de fibrina)

Hemdlise e formacdo de canais i6nicos nas
membranas lipidicas

Inibicdo do cAMP?®

Inibicdo da PLA2° citosdlica das plaquetas e do
baco

Atividade antitumoral contra o carcinoma ascitico
de Ehrlich-Lettre

Atividade antiviral contra HIV-1, virus Semliki
Forest, virus da pseudo-raiva, virus da estomatite
vesicular, virus da imunodeficiéncia simia,
calicivirus felino e virus da encefalomiocardite
murina (provavelmente devido a uma interacdo
fisico-quimica entre o surfactante da membrana e a
parte externa da bicamada lipidica do virus)
Atividade antifingica

Pumilacidina
(analogo da
surfactina)

Bacillus pumilus

Atividade antiviral contra HSV-1

Atividade inibitdria contra H+ e K+-ATPase

Acdo protetora contra Ulceras gastricas in vivo
(provavelmente pela inibicdo da atividade
microbiana gque contribui para essas ulceras)

Atividade antimicrobiana
Atividade antifingica contra micose profunda

8 Adenosina-monofosfato ciclico

% Fosfolipase A2
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Efeito na morfologia e estrutura da membrana das
células de levedura

Iturina Bacillus subtilis Aumento na condutancia elétrica das membranas
lipidicas biomoleculares
Adjuvante imunoldgico ndo toxico e ndo
pirogénico, quando adicionado a antigénios
convencionais
Atividade antibacteriana
Liquenisina Bacillus licheniformis | Propriedades quelantes (que podem explicar o efeito
de desregulacdo da membrana dos lipopéptidos)
Propriedades antimicrobianas, imunoldgicas e
Lipidos de neuroldgicas
manosileritritol Candida antarctica Inducdo da diferenciacdo na linha celular da
(MELS) leucemia promielocitica humana HL60
Inducdo da diferenciacdo neuronal em células PC12
Lipidos de Rhodococcus Atividade antiflngica e antiviral contra HSV e virus
succinoil-trealose | erythropolis Influenza
Dicorinomicolato | Rhodococcus Propriedades antifungicas

de trealose

erythropolis

Surlactina

Lactobacillus

Atividade antiadesiva em materiais de cateter,
eficaz contra varios patogénios, incluindo bactérias
entéricas

Lipopéptidos

Streptosporangium
amethystogenes sub sp.
fukuiense Al-2345

Inducéo da atividade do G-CSF° e do GM-CSF!

A importancia dos biossurfactantes enquanto agentes antimicrobianos nas areas médica,

farmacéutica e terapéutica poderd ser devida a sua capacidade de romper ou danificar a
membrana celular, o que leva a lise celular pelo aumento da permeabilidade da membrana e
do fluxo de metabolitos. Isto acontece devido a mudangas na estrutura fisica da membrana
pela interrupcdo da sua conformacdo proteica, 0 que altera fungbes como transporte e
producdo de energia. Este efeito € particularmente eficaz em organismos procarioticos Gram-
positivos, fungos e alguns virus (7,22).

Alguns glicolipidos funcionam como biossondas, controlando vérias fungdes nas células
dos mamiferos. Participam em mecanismos de reconhecimento intercelular e resposta
imunoldgica (74), sendo por isso de grande interesse em varias patologias dadas as suas
fungdes bioldgicas e o seu potencial para usos terapéuticos (25). Algumas dessas atividades
incluem: efeitos anticancerigenos nos cancros do pulmao, colo do Gtero, mama e cérebro (75),
0 mecanismo de regulacdo da angiogenese e a apoptose (25).

Os ramnolipidos (RL) tém demonstrado atividade antimicrobiana contra uma ampla
variedade de fungos e patogénios, e tém acdo direta na estrutura da superficie da célula

10 Fator estimulador de colénias de granulécitos
11 Fator estimulador de coldnias de granulécitos-macrofagos
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bacteriana. Em P. aeruginosa (Gram negativa) na presenca de baixas concentracdes de
ramnolipidos, foi observada uma diminuicdo na proregido de lipopolissacarideos, aumentando
a hidrofobicidade da superficie celular e causando alteraces nas proteinas da membrana e,
portanto, na morfologia da superficie da célula (76).

Na area biomédica, os ramnolipidos produzidos por P. aeruginosa isolados de subprodutos
lacteos apresentaram boa atividade de superficie e efeitos antiproliferativos contra células do
cancro da mama humano (77).

Os lipidos de manosileritritol (MEL®?), biossurfactantes glicolipidicos produzidos a partir
de Oleos vegetais por estirpes de Candida. exibem atividade antimicrobiana, principalmente
contra bactérias Gram-positivas (16).

Além disso, os lipidos de manosileritritol demonstraram elevada afinidade de ligacdo a
imunoglobulina humana G (HIgG). Dai foi sugerida a possibilidade de usar o lipido de
manosileritritol A (MEL-A) como um ligante alternativo para imunoglobulinas. Em estudos
subsequentes, foram avaliados MEL-A, MEL-B e MEL-C ligados a granulos PHEMA®
quanto a sua afinidade de ligacdo a HIgG. Destes trés compostos, aqueles com MEL-A
exibiram a maior capacidade de ligacdo para HIgG, indicando um grande potencial dos
glicolipidos enquanto agentes ligantes de afinidade (16)

Os glicolipidos MEL também sdo capazes de inibir o crescimento de células B16 de
melanoma de rato de forma dependente da dose, estimular a expressdo de marcadores de
diferenciacdo das células de melanoma (o que indica que os MEL desencadeiam mecanismos
tanto apoptdticos como de diferenciacdo celular), aumentar a atividade da acetilcolinesterase,
interromper o ciclo celular na fase G1 (com consequente crescimento de neurites e
diferenciacéo celular parcial (16)), induzir a atividade de tirosinases e aumentar a producdo de
melanina (25).

De entre as outras propriedades biomédicas atribuidas a estes compostos, também foi
investigada a propriedade de ativacdo celular a partir de fibroblastos cultivados e células de
papila, bem como um modelo tridimensional de pele humana cultivada. MEL-A, produzido a
partir de 6leo de soja, aumenta significativamente a viabilidade dos fibroblastos e das células
da papila em mais de 150%, o que sugere o potencial uso como um novo agente de
crescimento capilar estimulando as células da papila (78).

C. antarctica T-34 produz uma série de 6 glicolipidos microbianos: MEL-A e MEL-B,
com atividade contra bactérias Gram-positivas (22)), lipidos de poliol, lipidos de soforose
(SL) e lipidos de succinoil-trealose 1 e 3 (STL-1 e STL-3). Estes compostos mostraram
induzir a diferenciacdo de celulas na linha celular da leucemia promielocitica humana (HL60).
Também provaram induzir as linhas celulares da leucemia mieloide humana (K562) e da

12 Mannosylerythritol lipids
13 poli (2-hidroxietil metacrilato
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leucemia basofilica humana (KuB812) a diferenciarem-se em mondcitos, granuldcitos e
megacariocitos (75).

Também ja foram investigados os efeitos de alguns destes tipos de glicolipidos
extracelulares na neuritogenese em células PC12 (linhagem celular derivada de um
feocromocitoma de rato). Um crescimento significativo de processos neuronais (neurites)
ocorre como consequéncia da adicdo de MEL-A, MEL-B e SL as células PC12. MEL-A induz
o crescimento neuronal em células PC12 apos tratamento com um anticorpo recetor anti-NGF
que obstrui a acdo de NGF (fator de crescimento neuronal) (25), aumenta a atividade da
acetilcolinesterase numa extensdo semelhante ao NGF, e aumenta 0s niveis de
galactosilceramida das células PC12 (16).

Por sua vez, os lipidos de trealose (TL-1 e TL-2) e os lipidos de succinoil-trealose (STL-
1 e 2) ndo apresentam propriedades inibitdrias sobre bactérias Gram-negativas e leveduras.
No entanto, TL-1 apresenta atividade antifingica ao inibir a germinacdo de conidios de
Glomerella cingulata na concentracdo de 300 mg/L, enquanto que STL-1 e -2 apresentam
propriedades antifingicas e antivirais, sendo capazes de inibir os virus Herpes simplex e
Influenza em concentragdes de 11 a 33 mg/L (22).

Um dos lipidos de succinoil-trealose (STL) produzido por Rhodococcus sp., mostrou
causar edema dos eritrécitos humanos seguido por hemolise em concentrag@es abaixo da sua
concentracdo micelar critica. A explicacdo possivel é que os lipidos de trealose provocam
hemolise dos eritrocitos humanos por um mecanismo coloide-osmotico, muito provavelmente
pela formacdo de areas com permeabilidade aumentada ou poros na membrana eritrocitaria
(79).

Ja os xilolipidos, produzidos por bactérias probiéticas como Lactococcus lactis utilizando
parafina como fonte de carbono, apresentam atividade antibacteriana contra Escherichia coli e
S. aureus multirresistentes. Estes glicolipidios apresentam, assim, um elevado potencial como
alternativa ao uso de medicamentos para administracéo oral e transdérmica (80).

Os soforolipidos, por sua vez, sdao novos e promissores moduladores da resposta
imunoldgica em modelos animais. Estes atuam suprimindo a producéo de IgE e diminuindo a
inflamacdo pulmonar em modelos de camundongos. Consequentemente, sdo potenciais novos
agentes anti-inflamatdrios com potencial terapéutico para a cura de certas doencas associadas
a alteragdes na regulagéo da IgE (81).

4.6.7.2. Atividade antiadesiva dos glicolipidos

Os glicolipidos possuem outro mecanismo de atividade antioxidante, que ocorre quando
impedem a adesdo microbiana e a formacao de biofilmes (25).
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De forma simplificada, pode dizer-se que os biofilmes s&o populagdes ou comunidades de
bactérias que vivem em estruturas organizadas numa interface liquida (82). A primeira etapa
para o estabelecimento da coldnia é a adesdo bacteriana, que é influenciada pelo tipo de
microrganismo, hidrofobicidade da superficie, cargas elétricas, condi¢cbes ambientais e a
capacidade dos microrganismos em produzir polimeros extracelulares que auxiliam as células
a aderirem a superficie. Os biofilmes sdo, assim, importantes na patogénese de diversas
infecBes bacterianas, dado que a adesdo de patogenos aos tecidos do hospedeiro € o requisito
inicial para a maioria das doencas infeciosas (25). Por exemplo, as infegOes hospitalares por
patdégenos como Staphylococcus spp. podem ocorrer através da formacdo de biofilmes nos
cateteres e outros acessérios médicos. Além disso, acredita-se que a placa dentéria, a fibrose
cistica, a pneumonia e a endocardite infeciosa sejam causadas por bactérias formadoras de
biofilmes (83). Outros relatos indicam que a resisténcia aos antibioticos é uma caracteristica
geral associada as bactérias dos biofilmes (82), sendo que uma das teorias que sustentam essa
afirmacdo é que a penetracdo do antibidtico € menor através da estrutura do biofilme (84).

Tem sido relatado que os biossurfactantes sdo capazes de inibir a adesdo de organismos
patogénicos a superficies sdlidas ou a locais de infecdo, logo, a adesdo prévia de
biossurfactantes a superficies sélidas pode constituir um meio inovador e eficaz de combater a
colonizacgdo por patogénios. O pré-revestimento de cateteres uretrais de vinil fazendo passar
uma solugdo de surfactina através deles antes da inoculacdo com meio resulta numa
diminuigdo na quantidade de biofilme formada por Salmonella typhimurium, Salmonella
enterica, E. coli, e Proteus mirabilis. Isto é particularmente relevante dada a importancia das
infecdes oportunistas com espécies de Salmonella, incluindo no trato urinario de doentes com
SIDA (16).

Além disso, o uso de lactobacilos produtores de biossurfactante revelaram um possivel
papel probidtico na restauracdo e manutencao dos tratos urogenital e intestinal, sugerindo uma
possibilidade de terapéutica alternativa confidvel face aos antibi6ticos. O papel das espécies
de Lactobacillus no trato urogenital feminino como barreira & infecdo é de consideravel
interesse; acredita-se que estes organismos contribuem para o controlo da microbiota vaginal
competindo com outros microrganismos pela aderéncia as células epiteliais e pela producao
de biossurfactantes. Existem também relatos de inibicdo da formacdo de biofilmes (por
uropatogénios e leveduras em borracha de silicone) através de biossurfactantes produzidos
por Lactobacillus acidophilus (85).

Continuando em aplicagdes biomédicas, tém sido levados a cabo estudos para prevenir a
colonizagdo microbiana de proteses vocais de silicone (86,87). Os resultados obtidos mostram
que os biossurfactantes provenientes de estirpes probidticas reduzem consideravelmente a
quantidade de microbios em proteses vocais e também induzem uma diminuicdo na
resisténcia ao fluxo de ar das proteses vocais apds a formacdo de biofilme, o que pode
constituir uma forma de aumentar o tempo de vida Util destas (16).

N&o obstante, o papel dos biossurfactantes como defesa na competicdo pds-adesdo com
outras estirpes ou espécies foi sugerido, até agora, apenas para biossurfactantes produzidos
por S. mitis contra a adesdo de Streptococcus mutans e para biossurfactantes libertados por
lactobacilos contra a adesdo de uropatogénios (16).
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QOutras aplicacdes

Algumas outras aplicagdes comerciais dos biossurfactantes incluem a inddstria do papel e
celulose, téxteis, ceramica, industria de tintas (biodispersan), processamento de minério de
uranio, e, possivelmente, imunonutri¢ao (73).

4.7.Patologias associadas a glicolipidos e Ensaios Clinicos

A Doenga de Gaucher (DG) foi a primeira doenca de armazenamento lisossomal (storage
disorder) descrita, e recebe esse nome devido a acumulacdo de restos de células envelhecidas
que sdo depositadas nos lisossomas (88). E uma doenca genética autossdmica recessiva e
classifica-se como uma esfingolipidose, pois ocorre quando uma pessoa Nao possui as
enzimas necessarias para decompor os esfingolipidos, compostos que protegem a superficie
celular e desempenham determinadas funcdes nas células (89).

Esta doenca é caracterizada por uma deficiéncia hereditaria na atividade da enzima
lisossomal glucocerebrosidase (ou B-glicosidase), que hidrolisa o glicolipido
glucosilceramida em glicose e ceramida. Tal deficiéncia induz a acumulacdo de
glucosilceramida levando a alteracdes histoldgicas, que sdo especialmente evidenciadas nos
orgdos com maior abundéncia em elementos do sistema imunolégico monocitico-fagocitario
(como figado, baco, nddulos linfaticos e medula Ossea) (88). Consequentemente, as
caracteristicas clinicas incluem hepatoesplenomegalia progressiva, hiperesplenismo, lesdes
esqueléticas e, nas raras formas neuropaticas, doenca neuroldgica (90). Este distdrbio é
classificado em trés tipos (1, 2 e 3), tendo como base a presenca e a gravidade de
envolvimento neuroldgico. (88).

O tratamento da doenca de Gaucher pode ser feito recorrendo a transplantes de medula
6ssea (TMO) e terapia genética. No entanto, na maioria dos casos, recorre-se a terapia de
substituicdo enzimatica, com a administracdo quinzenal ou mensal da enzima em caréncia por
via endovenosa. Uma outra opcdo terapéutica, indicada apenas para alguns doentes, é
conhecida como terapia de reducdo do substrato (ou terapia de privacdo de substrato), na
gual o objetivo é diminuir a sintese do substrato armazenado recorrendo a inibidores
enzimaticos (91). O principio é simples: se uma espécie de glicoesfingolipido (GSL) nao
puder ser completamente degradada como resultado da deficiéncia enzimatica herdada, a
biossintese de menos moléculas de GSL* reduzird o influxo de GSLs no lisossoma,
permitindo que todas as moléculas sejam catabolizadas (91). O objetivo é diminuir a taxa de
acumulacdo do substrato, de forma a restaurar o equilibrio metabdlico (92). Se isso puder ser
alcancado, o percurso da doenga resultante do armazenamento de GSL sera interrompido. Se
o0 equilibrio completo ndo puder ser alcancado, a doenca apresentar-se-4 numa forma menos
grave, com uma taxa de progressdo mais lenta (91).

14 glicoesfingolipidos
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Em 1993, descobriu-se que o aglcar imino N-alquilado N-butildesoxinojirimicina (NB-
DNJ ou OGT 918) inibe a glucosiltransferase especifica da ceramida (GlcT-1), que catalisa o
primeiro passo na via biossintética dos glicoesfingolipidos (Figura 9), e cuja atividade
inibitdria é criticamente dependente de um comprimento minimo da cadeia N-alquil de 3
atomos de carbono. Este composto foi desenvolvido como um composto antiviral pela
empresa Monsanto na década de 1980; € oralmente disponivel e muito estavel em termos de
temperatura e condi¢Ges de armazenamento (91).
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Figura 9 - Estruturas dos agucares imino: NB-DNJ => analogo de glicose, NB-DGJ => analogo de
galactose (89)
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Figura 10 - Resumo da biossintese de glicoesfingolipidos destacando a biossintese de GlcCer
catalisada pela glicosiltransferase, que € a etapa da via sintética inibida por NB-DNJ e NB-DGJ
(adaptado, 89)

Ensaios clinicos bem-sucedidos do iminoagucar N-butildeoxinojirimicina na doenca de
Gaucher tipo 1 comprovaram o principio da terapia de reducdo de substrato, e tém atraido a
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atencdo para este método terapéutico (93). Também promoveram experiéncias adicionais
importantes sobre o uso de inibidores da sintese de glicolipidos nas glicoesfingolipidoses
neuropéticas graves, para as quais ainda nenhum tratamento definitivo esté disponivel (93).

Timothy Cox et al. realizaram um estudo aberto de um ano em que foram recrutados 28
adultos (7 com esplenectomias anteriores) de quatro clinicas nacionais de referéncia, que nao
puderam ou ndo quiseram receber tratamento enzimatico. Foram medidos o volume do figado
e do baco por tomografia computadorizada ou ressonancia magnética, na linha de base e nos
meses 6 e 12, e também varidveis bioguimicas e hematoldgicas, mensalmente, incluindo
atividade de quitotriosidase (um marcador sensivel da atividade da doenca de Gaucher). Os
pacientes iniciaram com 100 mg de OGT 918* oral, trés vezes ao dia (90).

Detetou-se que os volumes basais do figado foram 1,1 a 2,7 vezes o normal e 0s volumes
do baco 5,1 a 24,8 vezes o0 normal. O volume médio dos 6rgaos e as contagens sanguineas
melhoraram continuamente entre 0s 6 meses e 0s 12 meses de tratamento. Ao fim dos 12
meses, 0s volumes médios do figado e do bago foram significativamente reduzidos em 12% e
19%, respetivamente. As varidveis hematoldgicas melhoraram ligeiramente. As concentragdes
médias de quitotriosidase cairam 16,4% ao longo dos 12 meses. Seis doentes desistiram
devido a queixas gastrointestinais, motivos pessoais ou doenca preexistente grave. O efeito
adverso mais frequente foi diarreia, que ocorreu em 79% dos doentes logo ap6s o inicio do
tratamento (90).

Neste ensaio clinico, ficou demonstrado que a diminuicdo da formacgdo de substrato pelo
iminoacUcar N-butildeoxinojirimicina melhora as principais caracteristicas clinicas da doenca
de Gaucher ndo neuropética (90). De facto, os dados mostraram que 0 composto reverte
muitos dos sinais clinicos e caracteristicas laboratoriais da doenga de Gaucher e pode ampliar
as opcOes de tratamento dessa familia de doencas metabdlicas, incluindo aquelas com
envolvimento do sistema nervoso (90). No entanto, € necessaria exploracdo adicional em
doentes com glicoesfingolipidoses neuropéaticas graves, para as quais ainda nenhum
tratamento definitivo esta disponivel (93). OGT 918 pode ser usado como monoterapia, mas
tem potencial adicional enquanto tratamento combinado com reposicdo enzimatica (90),
podendo levar a uma diminuigdo das doses de cada medicamento para beneficiar os doentes.

5. Conclusao

Os biossurfactantes apresentam diversas vantagens em relacdo aos surfactantes sintéticos,
podendo ser utilizados numa ampla gama de aplicagdes, nomeadamente as industrias
ambiental, petrolifera, alimenticia e cosmética (25). Mas ndo s0O; as caracteristicas unicas
destes compostos também permitem varias aplica¢fes na area da satde. Estes sdo Uteis como
agentes antibacterianos, antifungicos e antivirais, mas também como moléculas
imunomoduladoras, agentes adesivos, em vacinas e em terapia génica (16). Tém potencial
para ser usados como revestimentos bioldgicos antiadesivos para materiais de insercao

15 OGT 918 é um inibidor reversivel da glicosilceramida sintase
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médica (por exemplo cateteres), reduzindo assim as infecdes hospitalares e o uso de farmacos
sintéticos e produtos quimicos. Também podem ser incorporados em preparacdes probioticas
para combater infegdes do trato urogenital e em imunoterapia pulmonar (16).

No entanto, a sua utilizacdo no campo médico é ainda limitada, possivelmente devido aos
elevados custos de producdo e extracdo e a falta de informacdo sobre a sua toxicidade nos
sistemas humanos (16). E necessaria mais pesquisa em células humanas e microbiota natural
para validar a utilizacdo de biossurfactantes em diversas areas da biomeédica e da satde. No
entanto, parece haver um grande potencial para que tal aconteca (16).
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