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RESUMO 

Biossurfactantes são moléculas tensoativas produzidas por microrganismos, com 

potencial para a substituição dos surfactantes derivados do petróleo, que geram prejuízos 

ecológicos significativos para o meio ambiente. Os biossurfactantes têm vantagens em relação 

aos surfactantes sintéticos por serem biodegradáveis, menos tóxicos e mais estáveis em 

condições variáveis de temperatura, pH e salinidade. Dentre os vários tipos existentes de 

biossurfactantes, os soforolipídios estão entre os mais conhecidos e estudados, sendo 

pertencentes à classe dos glicolipídios. Um obstáculo enfrentado na produção de 

biossurfactantes é que os custos de produção ainda são altos se comparados com os 

surfactantes sintéticos, uma vez que os substratos utilizados possuem alto custo e os métodos 

de recuperação ainda são pouco eficientes. Diante disso, o sucesso da produção dos 

biossurfactantes em escala industrial depende do uso de substratos alternativos e de baixo 

custo, bem como da escolha de microrganismos. Sendo assim, o objetivo do presente estudo 

foi avaliar e a caracterizar a produção de soforolípidios a partir de novas espécies de leveduras 

do gênero Starmerella utilizando substratos de baixo custo. Para o desenvolvimento deste 

trabalho foram selecionadas 10 novas espécies de leveduras do gênero Starmerella isoladas a 

partir ecossistemas brasileiros e do Equador. Essas leveduras foram submetidas a um processo 

de triagem, utilizando o teste do Índice de Emulsificação (E24) como critério de seleção das 

melhores produtoras. As leveduras com os maiores índices de emulsificação foram 

selecionadas para a etapa seguinte de fermentação, utilizando um meio contendo 50g/L de 

glicose, 50g/L de glicerol e 40g/L de farelo de arroz. Para confirmar a produção de 

glicolipídios foi realizado o teste do ágar-azul e os biossurfactantes produzidos foram 

submetidos a testes para avaliar a estabilidade em diversas condições de pH, salinidade e 

temperatura. Além disso, a propriedade tensoativa também foi analisada em um tensiômetro 

digital por meio do método de pressão máxima de bolha, com valores expressos em mN/M. A 

extração dos soforolipídios produzidos foi realizada com acetato de etila (1:1) e os valores 

expessos em g/L. A partir dos conjuntos de dados obtidos, foi identificado que os isolados 

TMY12.2 e TOC03_80.2 analisados no presente estudo foram capazes de produzir 

soforolipídios com excelentes propriedades emulsificantes, estáveis nos valores de pH entre 

6-10 e nas temperaturas 0ºC, 25ºC e 40ºC. Com relação à concentração de NaCl, o isolado 

TMY12.2 obteve emulsões estáveis nas concentrações de 2% e 6% e o isolado TOC03_80.2 

na concentração de 2%, possuindo portanto, grande potencial para aplicações biotecnológicas. 

Palavras-chave: Biossurfactantes. Leveduras. Fermentação. Soforolipídios. 



 

 

ABSTRACT 

Biosurfactants are surface-active molecules produced by microorganisms, with the 

potential to replace petroleum-derived surfactants, which generate significant ecological 

damage to the environment. Biosurfactants have advantages over synthetic surfactants as they 

are biodegradable, less toxic and more stable under varying conditions of temperature, pH and 

salinity. Among the various existing types of biosurfactants, sophorolipids are among the best 

known and studied, belonging to the class of glycolipids. An obstacle faced in the production 

of biosurfactants is that the production costs are still high compared to synthetic surfactants, 

since the substrates used are expensive and the recovery methods are still inefficient. In view 

of this, the success of producing biosurfactants on an industrial scale depends on the use of 

alternative and low-cost substrates, as well as the choice of microorganisms. Therefore, the 

present study aimed to evaluate and characterize the production of sophorolipids from new 

species of yeasts of the genus Starmerella using low-cost substrates. For the development of 

this work, 10 new species of yeasts of the genus Starmerella isolated from Brazilian and 

Ecuadorian ecosystems were selected. These yeasts were submitted to a screening process, 

using the Emulsification Index test (E24) as a criterion for selecting the best producers. The 

yeasts with the highest emulsification indexes were selected for the next fermentation step, 

using a medium containing 50g/L of glucose, 50g/L of glycerol and 40g/L of rice bran. To 

confirm the production of glycolipids, the blue agar test was performed and the biosurfactants 

produced were subjected to tests to evaluate the stability in different conditions of pH, salinity 

and temperature. In addition, the surfactant property was also analyzed in a digital tensiometer 

using the maximum bubble pressure method, with values expressed in mN/M. The extraction 

of the produced sophorolipids was carried out with ethyl acetate (1:1) and the values 

expressed in g/L. From the data sets obtained, it was identified that the isolates TMY12.2 and 

TOC03_80.2 analyzed in the present study were able to produce sophorolipids with excellent 

emulsifying properties, stable at pH values between 6-10 and at temperatures of 0ºC, 25ºC 

and 40ºC. Regarding the concentration of NaCl, the isolate TMY12.2 obtained stable 

emulsions at concentrations of 2% and 6% and the isolate TOC03_80.2 at a concentration of 

2%, thus having great potential for biotechnological applications. 

 

Keywords: Biosurfactants. Yeasts. Fermentation. Sophorolipids.  



 

 

LISTA DE FIGURAS 

 

Figura 1. Representação da estrutura molecular do tensoativo aniônico sintético dodecil 

sulfato de sódio (SDS), exemplificando o modelo “cabeça” polar e “cauda” apolar. Fonte: Adaptado 

de ARAÚJO (2016). ............................................................................................................................... 17 

Figura 2. Esquema representativo da classificação dos surfactantes, com um exemplo de cada 

tipo. Eles podem ser não-iônicos (A); aniônicos (B); anfóteros (C) e catiônicos (D). Fonte: Adaptado 

de NAKAMA (2017). ............................................................................................................................ 18 

Figura 3. Representação esquemática de um equilíbrio dinâmico entre os monômeros 

dispersos na solução, em micelas e monômeros na interface ar-água. Fonte: Adaptado de 

NESMERÁK; NEMCOVÁ (2006). ....................................................................................................... 19 

Figura 4. Esquema ilustrando a formação de micelas. Fonte: Adaptado de VIEIRA et al. 

(2021). .................................................................................................................................................... 20 

Figura 5. Representação molecular de duas formas de soforolipídios. A) Forma lactônica e B) 

Forma ácida. Fonte: KONISHI et al. (2015). ......................................................................................... 26 

Figura 6. Via biossintética de soforolipídios. (1) citocromo monooxigenase P450, (2) álcool-

desidrogenase, (3) aldeído-desidrogenase, (4) lipase, (5) citocromo monooxigenase P450, (6) 

glicosiltransferase I, (7) glicosiltransferase II, (8) lactonesterase, (9) acetiltransferase. Fonte: VAN 

BOGAERT; SOETAERT (2011). .......................................................................................................... 29 

Figura 7. Perfis de glicose (-■-), glicerol (-▲-) e concentração celular (-●-) das leveduras 

pertencentes à Starmerella sp. 1, com de meio de cultura contendo: 80g/L de glicose, 40g/L de glicerol 

e 1g/L de extrato de levedura. ................................................................................................................ 44 

Figura 8. Perfis de glicose (-■-), glicerol (-▲-) e concentração celular (-●-) das leveduras 

pertencentes à espécie Starmerella sp. 2, com de meio de cultura contendo: 80g/L de glicose, 40g/L de 

glicerol e 1g/L de extrato de levedura. ................................................................................................... 44 

 Figura 9. Perfis de glicose (-■-), glicerol (-▲-) e concentração celular (-●-) das leveduras 

pertencentes à espécie Starmerella 3, com de meio de cultura contendo: 80g/L de glicose, 40g/L de 

glicerol e 1g/L de extrato de levedura. ................................................................................................... 45 

Figura 10. Perfis de glicose (-■-), glicerol (-▲-) e concentração celular (-●-) das leveduras 

pertencentes à espécie Starmerella sp. 4, com de meio de cultura contendo: 80g/L de glicose, 40g/L de 

glicerol e 1g/L de extrato de levedura. ................................................................................................... 45 

Figura 11. Perfis de glicose (-■-), glicerol (-▲-) e concentração celular (-●-) das leveduras 

pertencentes à espécie Starmerella sp. 5, com de meio de cultura contendo: 80g/L de glicose, 40g/L de 

glicerol e 1g/L de extrato de levedura. ................................................................................................... 45 

file:///C:/Users/yasmim.santos/Downloads/Dissertação%20de%20Mestrado_Yasmim%20corrigida.docx%23_Toc97400413
file:///C:/Users/yasmim.santos/Downloads/Dissertação%20de%20Mestrado_Yasmim%20corrigida.docx%23_Toc97400413
file:///C:/Users/yasmim.santos/Downloads/Dissertação%20de%20Mestrado_Yasmim%20corrigida.docx%23_Toc97400413
file:///C:/Users/yasmim.santos/Downloads/Dissertação%20de%20Mestrado_Yasmim%20corrigida.docx%23_Toc97400414
file:///C:/Users/yasmim.santos/Downloads/Dissertação%20de%20Mestrado_Yasmim%20corrigida.docx%23_Toc97400414
file:///C:/Users/yasmim.santos/Downloads/Dissertação%20de%20Mestrado_Yasmim%20corrigida.docx%23_Toc97400414
file:///C:/Users/yasmim.santos/Downloads/Dissertação%20de%20Mestrado_Yasmim%20corrigida.docx%23_Toc97400415
file:///C:/Users/yasmim.santos/Downloads/Dissertação%20de%20Mestrado_Yasmim%20corrigida.docx%23_Toc97400415
file:///C:/Users/yasmim.santos/Downloads/Dissertação%20de%20Mestrado_Yasmim%20corrigida.docx%23_Toc97400415
file:///C:/Users/yasmim.santos/Downloads/Dissertação%20de%20Mestrado_Yasmim%20corrigida.docx%23_Toc97400416
file:///C:/Users/yasmim.santos/Downloads/Dissertação%20de%20Mestrado_Yasmim%20corrigida.docx%23_Toc97400416
file:///C:/Users/yasmim.santos/Downloads/Dissertação%20de%20Mestrado_Yasmim%20corrigida.docx%23_Toc97400417
file:///C:/Users/yasmim.santos/Downloads/Dissertação%20de%20Mestrado_Yasmim%20corrigida.docx%23_Toc97400417
file:///C:/Users/yasmim.santos/Downloads/Dissertação%20de%20Mestrado_Yasmim%20corrigida.docx%23_Toc97400418
file:///C:/Users/yasmim.santos/Downloads/Dissertação%20de%20Mestrado_Yasmim%20corrigida.docx%23_Toc97400418
file:///C:/Users/yasmim.santos/Downloads/Dissertação%20de%20Mestrado_Yasmim%20corrigida.docx%23_Toc97400418
file:///C:/Users/yasmim.santos/Downloads/Dissertação%20de%20Mestrado_Yasmim%20corrigida.docx%23_Toc97400418


 

 

Figura 12. Perfis de glicose (-■-), glicerol (-▲-) e concentração celular (-●-) das leveduras 

pertencentes à espécie Starmerella sp. 6, com de meio de cultura contendo: 80g/L de glicose, 40g/L de 

glicerol e 1g/L de extrato de levedura. ................................................................................................... 46 

Figura 13.  Perfis de glicose (-■-), glicerol (-▲-) e concentração celular (-●-) das leveduras 

pertencentes à espécie Starmerella sp. 7, com de meio de cultura contendo: 80g/L de glicose, 40g/L de 

glicerol e 1g/L de extrato de levedura. ................................................................................................... 46 

Figura 14. Perfis de glicose (-■-), glicerol (-▲-) e concentração celular (-●-) da levedura 

pertencente à espécie Starmerella sp. 8, com de meio de cultura contendo: 80g/L de glicose, 40g/L de 

glicerol e 1g/L de extrato de levedura. ................................................................................................... 47 

Figura 15. Perfis de glicose (-■-), glicerol (-▲-) e concentração celular (-●-) da levedura 

pertencente à espécie Starmerella sp. 9, com de meio de cultura contendo 80g/L de glicose, 40g/L de 

glicerol e 1g/L de extrato de levedura. ................................................................................................... 47 

Figura 16. Perfis de glicose (-■-), glicerol (-▲-) e concentração celular (-●-) da levedura 

pertencente à espécie Starmerella sp. 10, com de meio de cultura contendo: 80g/L de glicose, 40g/L de 

glicerol e 1g/L de extrato de levedura. ................................................................................................... 47 

Figura 17. Determinação dos índices de emulsificação E24 em meio de cultivo contendo 50g/L 

de glicose, 50g/L de glicerol e 40g/L de farelo de arroz. Legenda: (A) Starmerella sp. 7 TMY12.2, (B) 

Starmerella sp. 2 TOC03_80.2, (C) Starmerella sp. 6 UFMG-CM-Y6044 e (D) Starmerella sp. 6 

UFMG-CM-Y6045. ............................................................................................................................... 50 

Figura 18. Perfis de glicose (-■-), glicerol (-▲-) e concentração celular (-●-) dos isolados 

Starmerella sp. 7 TMY12.2, Starmerella sp. 2 TOC03_80.2 e Starmerella sp. 6 UFMG-CM-Y6044 e 

UFMG-CM-Y6045 cultivados em meio de cultura contendo 50g/L de glicose, 50g/L de glicerol e 

40g/L de farelo de arroz ......................................................................................................................... 51 

Figura 19. Teste do ágar azul utilizando CTAB e azul de metileno para determinação da 

produção de glicolipídios extracelulares pelos isolados (A) Starmerella sp. 7 TMY12.2, (B) 

Starmerella sp. 2 TOC03_80.2, (C) Starmerella sp. 6 UFMG-CM-Y6044 e (D) Starmerella sp. 6 

UFMG-CM-Y6045. As setas indicam o halo azul escuro, confirmando a positividade no teste. .......... 53 

Figura 20. Determinação da concentração de soforolipídios após 96h de fermentação em um 

meio contendo: 50g/L de glicose, 50g/L de glicerol e 40g/L de farelo de arroz. Legenda: (A) 

Starmerella sp. 7 TMY12.2, (B) Starmerella sp. 2 TOC03_80.2, (C) Starmerella sp. 6 UFMG-CM-

Y6044 e (D) Starmerella sp. 6 UFMG-CM-Y6045. .............................................................................. 54 

Figura 21. Avaliação da inflência da variação de pH (2,0; 6,0; 10,0; 12,0) na estabilidade do 

índice de emulsificação E24 a partir do meio de cultivo contendo 50g/L de glicose, 50g/L de glicerol e 

40g/L de farelo de arroz.  Legenda: (A) Starmerella sp. 7 TMY12.2 e (B) Starmerella sp. 2 

TOC03_80.2. .......................................................................................................................................... 56 



 

 

Figura 22. Avaliação da inflência da temperatura na estabilidade do índice de emulsificação 

E24 a partir do meio de cultivo contendo 50g/L de glicose, 50g/L de glicerol e 40g/L de farelo de arroz.    

Legenda: (A) Starmerella sp. 7 TMY12.2 e (B) Starmerella sp. 2 TOC03_80.2. ................................. 58 

Figura 23. Avaliação da concentração de NaCl (2%, 6% e 10%) na estabilidade do índice de 

emulsificação E24 a partir do meio de cultivo contendo 50g/L de glicose, 50g/L de glicerol e 40g/L de 

farelo de arroz.  Legenda: (A) Starmerella sp. 7 TMY12.2 e (B) Starmerella sp. 2 TOC03_80.2. ....... 59 

  

 

  



 

 

LISTA DE TABELAS 

 

Tabela 1. Classificação dos biossurfactantes e microrganismos produtores. ........................... 23 

Tabela 2. Principais leveduras produtoras de biossurfactantes................................................. 24 

Tabela 3. Potenciais aplicações dos soforolipídios................................................................... 27 

Tabela 4. Alguns substratos utilizados para a produção de biossurfactantes. .......................... 32 

Tabela 5. Espécies de leveduras do gênero Starmerella selecionadas para o presente trabalho.

 ................................................................................................................................................................ 34 

Tabela 6. Dados sobre a concentração celular, o consumo de substrato, a tensão superficial e 

os índices de emulsificação dos 19 isolados de Starmerella analisados inicialmente............................ 42 

Tabela 7. Dados sobre a concentração celular, o consumo de substrato, a tensão superficial e 

os índices de emulsificação dos isolados de Starmerella selecionados a partir da triagem inicial. ....... 49 

 

 

 

 

 

  



 

 

LISTA DE ABREVIAÇÕES, SIGLAS E UNIDADES DE MEDIDA 

 

oC - Graus Celsius 

µm - Micrômetro 

ATCC - American Type Culture Collection 

atm - Pressão atmosférica 

bolha/seg - Bolha por segundo 

CMC - Concentração micelar crítica 

CTAB - Brometo de Cetil Trimetilamônio 

DO600nm - Densidade óptica a 600 nanômetros 

E24 – Índice de Emulsificação após 24h 

E48 – Índice de Emulsificação após 48h 

FDA -American Food and Drug Administration 

g/L - Gramas por litro 

GRAS - Generally Recognized as Safe  

HPLC - Cromatografia Líquida de Alta Eficiência  

L - Litro 

M/v - Massa por volume 

mL - Mililitro 

mL/min - Mililitros por minuto 

mm - Milímetro 

mN/M – Milinewton por metro 

psi - Medida de pressão - Pound force per Square Inch 

rpm - Rotações por minuto 

μL - Microlitro(s) 

 

  



 

 

SUMÁRIO 

 

1  INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA _______________________________________ 15 

2  REVISÃO BIBLIOGRÁFICA ____________________________________________ 17 

2.1 Surfactantes ________________________________________________________ 17 

2.2 Biossurfactantes _____________________________________________________ 21 

2.2.1 Biossurfactantes produzidos por leveduras _____________________________ 23 

2.2.2 Bioemulsificantes produzidos por leveduras ____________________________ 25 

2.2.3 Soforolípidios produzidos por leveduras _______________________________ 26 

2.3 O gênero Starmerella _________________________________________________ 30 

2.4 Uso de substratos renováveis e de baixo custo na produção de biossurfactantes 31 

3  OBJETIVOS ___________________________________________________________ 33 

3.1 Objetivo geral _______________________________________________________ 33 

3.2 Objetivos específicos _________________________________________________ 33 

4  MATERIAL E MÉTODOS _______________________________________________ 34 

4.1 Seleção de leveduras _________________________________________________ 34 

4.2 Curva de calibração: Peso seco x Densidade Óptica _______________________ 35 

4.3 Seleção dos isolados de Starmerella produtoras de biossurfactantes __________ 35 

4.4 Produção de biossurfactantes a partir da utilização da glicose, do glicerol e do 

farelo de arroz _________________________________________________ 36 

4.4.1 Condições de cultivo inicial _________________________________________ 36 

4.4.2 Preparação do extrato de farelo de arroz _______________________________ 36 

4.4.3 Condições de cultivo para a fermentação _______________________________ 36 

4.5 Métodos Analíticos ___________________________________________________ 37 

4.5.1 Determinação do Índice de Emsulfisificação (E24) _______________________ 37 

4.5.2 Determinação das concentrações de glicose e glicerol ____________________ 38 

4.5.3 Determinação da tensão superficial ___________________________________ 38 

4.6 Caracterização dos biossurfactantes produzidos __________________________ 38 

4.6.1 Teste do ágar azul: CTAB-azul de metileno ____________________________ 38 

4.6.2 Extração e quantificação dos soforolipídios produzidos ___________________ 39 

4.6.3 Avaliação de estabilidade dos soforolipídios produzidos __________________ 39 

4.6.3.1 Efeito do pH _________________________________________________ 39 

4.6.3.2 Efeito da temperatura __________________________________________ 39 



 

 

4.6.3.3 Efeito da salinidade ___________________________________________ 40 

5  RESULTADOS E DISCUSSÃO ___________________________________________ 41 

5.1 Seleção das leveduras _________________________________________________ 41 

5.2 Produção de biossurfactantes a partir das leveduras selecionadas, utilizando 

glicose, glicerol e farelo de arroz como substrato ____________________ 49 

5.3 Caracterização dos biossurfactantes produzidos pelos isolados selecionadas de 

Starmerella ____________________________________________________ 53 

5.3.1. Teste do ágar azul utilizando CTAB e azul de metileno ___________________ 53 

5.3.2. Extração e quantificação dos soforolipídios produzidos ___________________ 54 

5.3.3. Estabilidade das emulsões em diferentes condições de pH, temperatura e 

salinidade _____________________________________________________ 56 

5.3.3.1. Avaliação da influência do pH __________________________________ 56 

5.3.3.2. Avaliação da influência da temperatura ___________________________ 57 

5.3.3.3. Avaliação da influência da concentração de NaCl ___________________ 58 

6  CONCLUSÕES _________________________________________________________ 60 

REFERÊNCIAS  _________________________________________________________ 61 

 



15 

 

1 INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 

 

Os surfactantes constituem uma classe de compostos químicos amplamente utilizados 

em várias aplicações, funcionando como detergentes, emulsificantes, agentes espumantes e 

umectantes. Tais compostos estão presentes em produtos industriais e em diversos bens de 

consumo ao redor do mundo. Esses bens de consumo vão desde produtos de limpeza, higiene 

pessoal, alimentos e cosméticos até tintas e medicamentos, além de serem componentes 

imprescindíveis em processos industriais, como na recuperação de óleo. Em termos de 

volume de produção, eles ocupam um lugar de destaque entre os produtos químicos 

industriais. A produção global de surfactantes foi relatada em 7 milhões de toneladas anuais 

há 20 anos, aumentando para 12,5 milhões de toneladas em 2006 e 14,1 milhões em 2017, 

com uma previsão de crescimento de 18% até 2022. Em 2019, o mercado global de 

surfactantes gerou $39.901 milhões e está projetado para crescer em $52.417 milhões até 

2025. Porém, esse crescimento é agora considerado subestimado pela alta demanda por 

produtos contendo surfactantes devido à pandemia de Covid-19 (JOHNSON et al., 2021). 

Grande parte dos surfactantes sintéticos disponíveis no mercado é derivada do 

petróleo, sendo frequentemente tóxicos para o meio ambiente. Quando os tensoativos 

sintéticos são usados em processos industriais, duas categorias de poluentes são geradas: os 

subprodutos da atividade industrial e os resíduos dos tensoativos. Ambos podem ser 

prejudiciais para o meio ambiente e para os seres vivos envolvidos. Esses produtos químicos 

permanecem por longos períodos no meio ambiente porque dificilmente são biodegradáveis 

(FENIBO et al., 2019). 

Dessa forma, as legislações e a preocupação ambiental levaram à busca por compostos 

biodegradáveis, menos nocivos e que possam substituir os surfactantes derivados do petróleo. 

Nesse contexto, a substituição de surfactantes sintéticos por biossurfactantes é uma alternativa 

viável para minimizar danos ambientais (SHAKERI et al, 2021). Os biossurfactantes de 

origem microbiana são uma excelente escolha para essa substituição, pois eles podem ser 

sintetizados por uma ampla variedade de microrganismos a partir de substratos renováveis. 

Nesse cenário, as leveduras têm sido amplamente estudadas, principalmente devido ao status 

de GRAS (Generally Recognized as Safe) mostrado por algumas delas (CHAVES et al., 

2021). Dentre as leveduras produtoras de biossurfactantes, o gênero Starmerella possui 

destaque na produção de soforolipídios, que são biossurfactantes pertencentes à classe dos 
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glicolipídios, sendo constituídos por um dissacarídeo soforose ligado a uma cadeia de ácidos 

graxos (VAN RENTERGHEM et al., 2018).  

 Apesar de suas diversas aplicações e vantagens, os biossurfactantes ainda não são 

capazes de competir com os surfactantes convencionais do ponto de vista econômico, em 

razão dos altos custos de produção (LIU et al, 2020). Isso é devido às metodologias de 

produção e purificação e pelo uso de substratos de valor elevado (MARKANDE et al, 2021). 

Como resultado, o sucesso da produção de biossurfactantes em larga escala depende da 

criação de processos menos onerosos, principalmente no aspecto dos substratos, que 

correspondem de 10 a 30% dos custos totais de produção. Para solucionar esse problema, a 

produção dos biossurfactantes pode ser associada ao uso de resíduos e subprodutos 

industriais, que podem ser aproveitados tanto para diminuir os custos gerais de produção 

quanto para evitar a poluição gerada por seu descarte na natureza. Vários subprodutos 

agrícolas, industriais e resíduos da produção de alimentos podem ser utilizados para esse fim 

(MOHANTY et al., 2021).   

Diante do exposto, o presente trabalho tem enquanto justificativa propor a produção de 

biossurfactantes, por serem moléculas extremamente promissoras devido as suas 

aplicabilidades, a partir de substratos de baixo custo, que são cruciais para a viabilização da 

produção em larga escala, tais como o glicerol (subproduto da produção de biodiesel) e o 

farelo de arroz (subproduto do beneficiamento de arroz branco), utilizando para tal objetivo 

leveduras do gênero Starmerella, conhecidas na literatura pela alta produtividade de 

biotensoativos. Além disso, os resultados desse trabalho também permitirão agregar 

conhecimento sobre o potencial biotecnológico de novas espécies de microrganismos 

coletadas em ecossistemas brasileiros. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 Surfactantes 

 

Também conhecidos como tensoativos, os surfactantes são compostos orgânicos que 

possuem caráter anfipático. Tais substâncias são formadas por moléculas com uma parte de 

caráter apolar e a outra parte com caráter polar (MARCELINO et al., 2020), como 

exemplificado na Figura 1. A porção apolar é geralmente representada por uma “cauda” 

contendo uma cadeia carbônica que pode ser linear, ramificada ou com partes cíclicas. Já os 

grupamentos hidrofílicos são representados por uma “cabeça” que pode conter grupos iônicos 

(cátions ou ânions), anfóteros ou não iônicos (DALTIN, 2011). A classificação dos 

surfactantes é feita de acordo com a porção polar da molécula e está representada na Figura 2. 

Os surfactantes aniônicos possuem grupos hidrofílicos que se dissociam em ânions em 

soluções aquosas, já os catiônicos se dissociam em cátions e os anfóteros se dissociam em 

cátions e ânions, dependendo do pH do meio. Os surfactantes não iônicos não se dissociam 

em soluções aquosas. (NAKAMA, 2017). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Por serem moléculas anfifílicas, os surfactantes tendem a se acumular nas interfaces dos 

fluidos, como sistemas de óleo/água e ar/água (STOYANOV et al., 2003; CORTÉS-

SÁNCHEZ, 2020). Essa característica também permite que esses compostos sejam capazes de 

reduzir a tensão superficial e interfacial entre os líquidos, sólidos e gases, ocorrendo diferentes 

graus de polaridade entre as fases, permitindo que eles se misturem ou se dispersem com 

facilidade, como emulsões na água ou em outros líquidos (BANAT, MAKKAR; CAMEOTRA, 

2000; VARJANI; UPASANI, 2017). 

 

Figura 1. Representação da estrutura molecular do tensoativo aniônico sintético dodecil 

sulfato de sódio (SDS), exemplificando o modelo “cabeça” polar e “cauda” apolar. Fonte: Adaptado 

de ARAÚJO (2016). 
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Além de terem a capacidade de se acumular na interface de fases imiscíveis e reduzir a 

tensão interfacial e superficial do meio (KHOPADE et al., 2012), os tensoativos também possuem 

a capacidade de formar estruturas denominadas micelas. O fato de os monômeros dos tensoativos 

formarem agregados chamados de micelas é considerado uma propriedade intrínseca desses 

compostos, em que a cadeia hidrocarbônica tem sua área de contato diminuída entre a água e 

o surfactante (OLIVEIRA, 2014; FELIPE; DIAS, 2017). Em meio aquoso, a camada externa 

da estrutura da micela é formada pelas “cabeças” polares, que entram em contato com a água, 

enquanto a camada interna é formada pelas “caudas” apolares. Tendo em vista que as 

moléculas de surfactantes se comportam de forma diferente quando estão na forma de 

monômeros e quando estão na forma de micelas, é importante saber em qual concentração a 

formação de micelas começa a ocorrer. A essa concentração é dado o nome de concentração 

micelar crítica (CMC) (DAVE et al., 2017). A partir do ponto em que essa concentração é 

atingida na solução, ocorre um equilíbrio dinâmico, representado na Figura 3, entre os 

monômeros dispersos no meio, na interface ar/água e nas micelas (NESMERÁK; 

NEMCOVÁ, 2006). 

 

 

Figura 2. Esquema representativo da classificação dos surfactantes, com um exemplo de cada 

tipo. Eles podem ser não-iônicos (A); aniônicos (B); anfóteros (C) e catiônicos (D). Fonte: Adaptado 

de NAKAMA (2017). 
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Alcançar o valor de CMC significa que houve uma completa adsorção das moléculas 

através da interface e as propriedades de superfície estão no seu ótimo. Entretanto, para 

valores acima da CMC, não há mudanças significativas na diminuição da tensão superficial, 

porque são os monômeros que atuam na redução da tensão superficial e não as micelas. Isso 

ocorre porque nos valores acima da CMC, a concentração dos monômeros é praticamente 

constante e a adição de surfactante no meio não afeta o número de monômeros, apenas a 

estrutura das micelas (VIEIRA et al., 2021). A Figura 4 ilustra esse conceito. 

Em virtude das propriedades singulares que os surfactantes têm de reduzir a tensão 

superficial de diversos compostos, essas substâncias são amplamente utilizadas na indústria. 

Suas aplicações envolvem: detergência, capacidade de emulsificação, solubilização, 

lubrificação, capacidade molhante, capacidade espumante e separação de fases (NITSCHKE; 

PASTORE, 2002; FENIBO et al., 2019). Desse modo, por terem ampla aplicabilidade, os 

tensoativos são usados nas indústrias petrolífera, agrícola, alimentícia, farmacêutica, cosmética, 

civil e têxtil (DELEU; PAQUOT, 2004; MAKKAR; CAMEOTRA, 2002; BRUMANO; 

SOLER; SILVA, 2016). 

 Ao longo do tempo, os surfactantes foram ganhando importância na economia mundial. 

Na década de 80, a demanda por esses compostos na indústria química aumentou cerca de 300% 

nos Estados Unidos (GREEK, 1990). A produção global de surfactantes foi relatada em 7 milhões 

de toneladas anuais em 2000, aumentando para 12,5 milhões de toneladas em 2006 e 14,1 milhões 

em 2017, com uma previsão de crescimento de 18% até 2022. Em 2019, o mercado global de 

surfactantes gerou $39.901 milhões e está estimado para crescer em $52.417 milhões até 2025. 

Figura 3. Representação esquemática de um equilíbrio dinâmico entre os monômeros 

dispersos na solução, em micelas e monômeros na interface ar-água. Fonte: Adaptado de 

NESMERÁK; NEMCOVÁ (2006). 



20 

 

Entretanto, essa projeção agora é considerada subestimada devido à alta demanda por produtos 

contendo surfactantes devido à pandemia de Covid-19 (JOHNSON et al., 2021). 

 

 

Um aspecto importante em relação a essa produção é que a grande maioria dos 

surfactantes que movimentam a economia é obtida de forma sintética partir de recursos do 

petróleo e oleoquímicos (GEYS; SOETAERT; VAN BOGAERT, 2014). Esses compostos não 

são biodegradáveis e frequentemente são tóxicos para o meio ambiente, causando bioacumulação 

e provocando prejuízos ecológicos significativos (VAN BOGAERT et al., 2007; MARCELINO 

et al., 2020).  

 Nos últimos anos houve um aumento na busca por compostos biodegradáveis de origem 

natural e que possam ser uma alternativa mais sustentável para os surfactantes sintéticos (DELEU; 

PAQUOT, 2004; MAKKAR; CAMEOTRA; BANAT, 2011; HENKEL et al., 2012), como os  

tensoativos naturais que são sintetizados a partir de organismos vivos, tais como microrganismos 

Figura 4. Esquema ilustrando a formação de micelas. Fonte: Adaptado de VIEIRA et al. 

(2021). 
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(biossurfactantes), plantas (saponinas) e seres vertebrados (sais biliares) (NITSCHKE; 

PASTORE, 2002; BENTO; CAMARGO; GAYLARDE, 2008; MARCELINO et al., 2020). 

No entanto, a melhor alternativa para a produção de surfactantes menos nocivos ao 

meio ambiente são aqueles produzidos por microrganismos, pois oferecem vantagens em 

relação aos surfactantes sintéticos, como menor toxicidade e maior biodegradabilidade. Além 

disso, o tempo de produção é menor, devido a um ciclo de crescimento mais curto quando 

comparado a plantas e animais, tornando os surfactantes microbianos uma das principais 

alternativas para a exploração comercial. Outra vantagem é que eles podem ser sintetizados 

por uma ampla variedade de microrganismos a partir de matérias-primas renováveis 

(APARNA et al., 2012; VIEIRA et al., 2021). 

 

2.2 Biossurfactantes  

 

Os biossurfactantes são um grupo estruturalmente diverso de moléculas tensoativas 

produzidas por microrganismos (DESAI; BANAT, 1997; NITSCHKE; COSTA, 2007; MIR 

et al., 2017). Esses compostos podem ser sintetizados por bactérias, leveduras e fungos 

filamentosos a partir de vários tipos de substratos, tais como óleos, alcanos, açúcares e até 

mesmo resíduos industriais (SOURAV et al., 2015). A sua produção ocorre principalmente 

quando os microrganismos estão em crescimento aeróbio. Durante o crescimento, eles são 

secretados no meio de cultura e auxiliam a translocação e o transporte de substratos 

hidrofóbicos através das membranas celulares, tornando-os mais disponíveis para o 

metabolismo e captação, além de permitir que os microrganismos se desenvolvam em 

substratos imiscíveis (BOGNOLO, 1999; BENTO; CAMARGO; GAYLARDE, 2008; 

FENIBO et al., 2019). 

Os biossurfactantes têm vantagens em relação aos surfactantes sintéticos por serem 

menos tóxicos, altamente biodegradáveis, possuírem possibilidade de produção a partir de 

subprodutos agroindustriais e serem mais estáveis em condições extremas de temperatura, 

salinidade e pH (APARNA et al., 2012; MARCELINO et al., 2020). Esses compostos 

anfifílicos se acumulam na interface de fluidos imiscíveis, podendo reduzir as tensões 

interfaciais e superficiais, além de aumentarem a solubilidade, biodisponibilidade, mobilidade 

e posterior biodegradação de compostos orgânicos hidrofóbicos (SINGH et al., 2007; 

NITSCHKE; SILVA, 2017). Dessa forma, esses compostos tensoativos exercem os mesmos 
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mecanismos dos surfactantes sintéticos de reduzir a tensão superficial e interfacial dos meios 

em que se encontram. Os biossurfactantes apresentam várias propriedades, tais como: 

emulsificação, detergência, umectação, formação de espuma, dispersão, solubilização e 

atividade antimicrobiana em alguns casos (SOURAV et al., 2015).  

Considerando as propriedades de detergência, emulsificação, atividade antimicrobiana 

e solubilização, os biossurfactantes são amplamente utilizados na indústria farmacêutica, de 

óleo, cosmética, no processamento de alimentos, fabricação de insumos agrícolas e na 

biodegradação. Já na área de proteção ambiental, os biossurfactantes podem ser utilizados 

tanto na melhoria da recuperação de óleo quanto em desastres ambientais envolvendo 

derramamento de óleo. Além disso, também podem ser usados em processos de 

biorremediação de solos e rejeitos industriais contaminados (SHEKHAR; 

SUNDARAMANICKAM; BALASUBRAMANIAN, 2015; BRUMANO; SOLER; SILVA, 

2016).  

Os biossurfactantes podem ser divididos em duas categorias de acordo com o peso 

molecular (ROSENBERG; RON, 1999). Uma dessas categorias compreende os de baixo peso 

molecular, que possuem a capacidade de reduzir a tensão superficial em meio aquoso. A outra 

categoria são os de alto peso molecular, denominados bioemulsificantes, que formam e 

estabilizam as emulsões, mas não necessariamente irão reduzir a tensão superficial (BENTO; 

CAMARGO; GAYLARDE, 2008; VARJANI; UPASANI, 2017). A classificação dos 

biossurfactantes é feita também com base na composição química e na natureza dos 

microrganismos que os produzem (MIR et al., 2017; VIEIRA et al., 2021).  

De acordo com a sua estrutura química, pode-se classificá-los em: glicolipídios, 

lipoproteínas e lipopeptídios, ácidos graxos, lipídios neutros, fosfolipídios, surfactantes 

poliméricos e surfactantes particulados. São considerados de baixo peso molecular: 

glicolipídios, lipopeptídios, ácidos graxos de cadeia curta e fosfolipídios. Já os de alto peso 

molecular podem ser os surfactantes poliméricos e os surfactantes particulados (SOURAV et 

al., 2015; FENIBO et al., 2019; CORTÉS-SÁNCHEZ, 2020). A Tabela 1 apresenta os 

biossurfactantes de baixo e alto peso molecular, classificação, microrganismos produtores e as 

respectivas referências. 

 

 

 

 



23 

 

Tabela 1. Classificação dos biossurfactantes e microrganismos produtores. 

Peso 

molecular 
Biossurfactante Microrganismo Referências 

Baixo peso 

molecular 

Ramnolipídios Pseudomonas sp.1 Phulpoto et al. (2021) 

Aspergillus sp.3 Kiran et al. (2010) 

Planococcus spp.1 Gaur et al. (2020) 

Trehalolipídios Rhodococcus sp.1 Bages-Estopa et al. (2018) 

Soforolipídios Starmerella bombicola2 Ceresa et al. (2020)  

Kaur et al. (2019) 

Manosileritritol 

lipídios (MELs) 

Pseudozyma tsukubaensis2 Andrade et al. (2017) 

Ustilago maydis3 Becker et al. (2021) 

Glicose lipídios Alcanivorax borkurnensis1 Yakimov et al. (1998) 

Celobiose lipídios Pseudozyma aphidis2,  

P. hubeiensis2 

Morita et al. (2013) 

Ácidos graxos Corynebacterium lepus1  Cooper et al. (1979) 

Alto peso 

molecular 

 

Fosfolipídios 

 

Sphingobacterium sp.1 

 

Burgos-Díaz et al. (2011) 

Surfactina/ Iturina/ 

Fengicina 

Bacillus subtilis1 Arima et al. (1968) 

Surfactina/ Fengicina Alcaligenes aquatilis1 Yalaoui-Guellal et al. (2021) 

Polimixina Paenibacillus polymyxa1 Deng et al. (2011) 

Viscosina Pseudomonas fluorescens1 Bonnichsen et al. (2015) 

Serrawetina Serratia marcescens1 Clements et al. (2019) 

Emulsan Acinetobacter venetianus1 Castro et al. (2008) 

Liposan Candida lipolytica2 Cirigliano et al. (1985) 

Vesículas Acinetobacter sp.1 Kappeli et al. (1979) 

1  bactéria; 2  levedura; 3 fungo filamentoso. Fonte: Adaptado de Vieira et al. (2021).  

2.2.1  Biossurfactantes produzidos por leveduras  

 

Embora a maioria dos estudos abordem biossurfactantes de origem bacteriana, com os 

gêneros mais relatados sendo de Pseudomonas, Acinetobacter, Bacillus e Arthrobacter, as 

espécies de leveduras capazes de produzir esses compostos estão ganhando cada vez mais 

atenção da comunidade científica mundial. Isso porque esses gêneros bacterianos possuem 

natureza patogênica, tornando restrita a aplicação na indústria alimentícia, por exemplo. Já as 

leveduras apresentam a vantagem de que algumas espécies apresentam o status de GRAS 
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(Generally Recognized as Safe), que significa que microrganismos com esse status não são 

patogênicos ou tóxicos, podendo ser aplicados em produtos medicamentosos e alimentícios 

(AMARAL et al., 2010; CSUTAK et al., 2012; MARCELINO et al., 2020). 

Os estudos para a produção de biossurfactantes envolvendo leveduras dos gêneros 

Candida, Saccharomyces, Rhodotorula, Pseudozyma, Yarrowia e Starmerella vem 

aumentando. Outros gêneros também vêm sendo estudados e relatados na literatura, como, 

Pichia, Ustilago, Schizonella, Kluyveromyces, Wickerhamiella, Kurtzmanomyces, 

Debaryomyces, Cutaneotrichosporon, Spathaspora, Scheffersomyces e Meyerozyma 

(FONTES et al., 2008; SÁENZ-MARTA et al., 2015; JEZIERSKA et al., 2017; FENIBO et 

al., 2019; MARCELINO et al. 2019). Alguns exemplos das principais leveduras produtoras de 

biossurfactantes estão representados na Tabela 2.    

Tabela 2. Principais leveduras produtoras de biossurfactantes.    

Biossurfactante Microrganismos produtores Referências 

Glicolipídios 

Starmerella bombicola ATCC 22214 Elshafie et al. (2015) 

Starmerella bombicola 

Starmerella batistae 

Konishi et al. (2016) 

Kim et al. (2021) 

Candida floricola 

Candida antartica Accorsini et al. (2012) 

Candida albicans 

Trichosporon ashii Chandran and Das (2010) 

Pichia anomala Thaniyavarn et al. (2008) 

Ustilago maydis Alejandro et al. (2011) 

Saccharomyces cerevisiae Ribeiro et al. (2020) 

Lipopeptídios e 

Lipoproteínas 

Yarrowia lipolytica Amaral et al. (2006) 

Saccharomyces cerevisae 2031 Alcantara et al. (2010) 

Fosfolipídios Candida sp. SY16 Kim et al. (2006) 

Polimérico 

Candida lipolytica Sarubbo et al. (2007) 

Saccharomyces cerevisae Saha and Rao (2017) 

Candida tropicalis Saha and Rao (2017) 

Fonte: Dailin et al. (2021).    

A produção de biossurfactantes por leveduras é influenciada pelas fontes de carbono e 

nitrogênio, além da presença ou ausência de fósforo, ferro, magnésio e manganês no 

substrato. Outros fatores que também alteram o rendimento da produção são a temperatura, o 

pH, a velocidade de agitação do meio e o modo de condução do processo (FONTES et al., 

2008; MARCELINO et al., 2020). 
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2.2.2  Bioemulsificantes produzidos por leveduras 

 

Emulsões podem ser definidas como sistemas polifásicos, em que uma fase dispersa 

(fragmentada) se encontra dentro de uma fase contínua, sendo, portanto, uma dispersão de um 

líquido imiscível em outro. O tamanho das bolhas ou gotículas presentes na fase dispersa irá 

influenciar de forma significativa no comportamento da emulsão. A estabilização das 

emulsões ocorre por meio da ação de um emulsificante, na qual a fase descontínua é 

estabilizada em uma fase contínua (DALTIN, 2011; FRANZOL; REZENDE, 2015). Sendo 

assim, os emulsificantes são uma classe de substâncias tensoativas que promovem a 

estabilidade e facilitam a formação de emulsões nos meios em que se encontram (OZTURK; 

MCCLEMENTS, 2016).  

Os bioemulsificantes são moléculas tensoativas sintetizadas por microrganismos 

(bactérias, leveduras e fungos filamentosos), que também apresentam estas características de 

estabilizar emulsões (ALIZADEH-SANI et al., 2018). Em relação à classificação, os 

bioemulsificantes são considerados biossurfactantes de alto peso molecular, pois são misturas 

complexas de heteropolissacarídios, lipopolissacarídios, lipoproteínas e proteínas. Dentro da 

divisão dos biossurfactantes, esses compostos compreendem os surfactantes poliméricos, 

surfactantes particulados de lipopolissacarídeos e algumas lipoproteínas consideradas 

bioemulsificantes (UZOIGWE et al., 2015; FENIBO et al., 2019; CORTÉS-SÁNCHEZ, 

2020).  

Alguns gêneros de leveduras destacam-se na produção de bioemulsificantes, como 

Candida, Yarrowia, Galactomyces, Trichosporon e Geotrichum (FONTES et al., 2008; 

MONTEIRO et al., 2010). Um tipo de bioemulsificante é o yansan, um complexo lipídio-

carboidrato-proteína sintetizado pela levedura Y. lipolytica (IMUFRJ 50682) na presença de 

glicose. Esse emulsificante foi capaz de formar emulsões de água em óleo, no meio com 

hidrocarbonetos alifáticos, aromáticos e com perfluorocarbonos, indicando seu uso potencial 

nos processos de biorremediação (COELHO, AMARAL; BELO, 2010). Outro emulsificante 

conhecido é o liposan, um composto extracelular solúvel em água sintetizado pela levedura 

Candida lipolytica (= Yarrowia lipolytica), sendo constituído de 83% de carboidratos e 17% 

de proteínas (SANTOS et al., 2016). 

Zerhusen et al. (2019) relataram que a levedura Starmerella bombicola NRRL Y-17069 

foi capaz de produzir soforolipídios de cadeia longa com atividade emulsificante, a partir de 

álcoois graxos ou misturas equimolares de ácido graxo/álcool graxo. Segundo os autores, os 

soforolipídios de cadeia longa produzidos por S. bombicola podem ser obtidos em altos títulos 
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a partir de matérias-primas renováveis de baixo custo, com potencial de aplicação em cremes 

cosméticos, produtos alimentícios, pomadas medicamentosas e em processos de 

biorremediação.  

2.2.3  Soforolípidios produzidos por leveduras 

 

Soforolipídios são biossurfactantes pertencentes à classe dos glicolipídios. Esses 

compostos possuem sua parte hidrofílica formada por uma molécula de soforose, unida por 

uma ligação β-glicosídica a uma longa cadeia de ácidos graxos, que compõem a sua parte 

hidrofóbica. A soforose é um dissacarídio de glicose com uma ligação incomum β-1,2, que 

pode ser, no caso do soforolipídios, acetilado nas posições 6′ e/ou 6′′. Em relação à cadeia de 

ácidos graxos, ela geralmente contém 16 ou 18 átomos de carbono, de forma que a 

extremidade carboxílica do ácido graxo pode estar livre (forma ácida) ou esterificada 

internamente na posição 4′′ ou na posição 6′/6′′ (forma lactônica) (VAN BOGAERT; 

SOETAERT, 2011). A figura 5 ilustra a representação estrutural de duas formas de 

soforolipídios.  

Devido às suas características moleculares, os soforolipídios possuem várias 

aplicações potenciais, como: descontaminação de hidrocarbonetos poluídos e metais pesados 

do solo, recuperação de óleo na indústria de petróleo, na produção de agentes de limpeza, 

cosméticos, perfumes, compostos antitumorais, antibacterianos, antifúngicos, anti-

inflamatorios, espermicidas, promotores da síntese de leptina e produtores de celulase 

(WANG et al., 2018).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 5. Representação molecular de duas formas de soforolipídios. A) Forma lactônica e B) Forma ácida. 

Fonte: KONISHI et al. (2015). 
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Algumas aplicações dos soforolipídios também incluem a remoção de íons de metais 

pesados e compostos de benzeno da água e de solos poluídos. Além disso, podem ser 

utilizados na biorremediação combatendo a proliferação de algas nocivas. Na área médica, 

eles podem ser potenciais componentes antitumorais, pois têm um efeito inibidor no 

crescimento de células cancerígenas humanas. Eles também podem ser usados como drogas 

anti-lepra além de facilitar a cicatrização de feridas (WANG et al., 2018). As aplicações 

potenciais dos soforolipídios estão listadas na Tabela 3. 

 

Tabela 3. Potenciais aplicações dos soforolipídios. 

Aplicação potencial Referências 

Antibacteriana Claus et al. (2017); Fu et al. (2018) 

Antifúngico Sanada et al. (2014); Sen et al. (2017) 

Anticancerígeno Chen et al. (2006); Delbeke et al. (2018) 

Agente umectante Develter et al. (2007) 

Promover a síntese de leptina Pellecier et al. (2004); Lourith et al.(2009) 

Biorremediação (descontaminação de  

hidrocarbonetos e metais pesados de solos ou lama) 

Basak et al. (2014); Arab et al. (2018);  

Fu et al. (2018); Chandran et al. (2012) 

Recuperação de petróleo na indústria petrolífera Elshaife et al. (2015); Geetha et al. (2018) 

Agente de limpeza Schelges et al. (2017); Gross et al. (2017) 

Cosmética Schelges et al. (2017); Varvaresou et al.(2015) 

Anti-inflamatória Napolitano et al. (2006); Sleiman et al. (2009) 

Espermicida Azim et al. (2006) 

Produção de celulase Lo et al. (2009) 

Perfume Inoue et al. (1980) 

Fonte: Wang et al. (2018) 

 

Os soforolipídios estão entre os biossurfactantes mais conhecidos e estudados, 

oferecendo várias vantagens sobre os surfactantes sintéticos, por exemplo: atividade 

específica e alta seletividade em uma ampla faixa de pH e de níveis de salinidade, boa 

aceitação ecológica e baixa toxicidade (OLIVEIRA et al., 2014; JIMÉNEZ-PEÑALVER et 

al., 2019).  A sua produção pelas leveduras Starmerella bombicola, S. batistae, S. apicola, 

Candida bogoriensis, Wickerhamiella domercqiae, S. riodocensis, C. stellata, e Candida sp. 

NRR Y-27208 foram relatadas na literatura (KURTZMAN et al., 2010; KONISHI et al., 

2015;).  Dentre as leveduras produtoras de soforolipídios, a mais estudada é a levedura não-
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patogênica S. bombicola, conhecida por gerar altos títulos e ter produção superior a 300 g/L 

(ZERHUSEN et al., 2019). 

 A produção de soforolipídios é altamente estimulada quando duas fontes de carbono 

de origem lipofílica (alcanos, ácidos graxos saturados e insaturados, álcoois, óleos e gorduras) 

e hidrofílica (glicose) estão presentes no meio de cultura. Além disso, o tipo de fonte 

hidrofóbica irá influenciar na composição final do soforolipídio. A proporção, o tipo e a 

produção das formas ácidas ou lactônicas de soforolipídios são dependentes de algumas 

variáveis, tais como: composição do meio (fontes de carbono, nitrogênio e sal), linhagem 

produtora, condições ambientais (pH, temperatura, agitação, tempo e aeração) e o tipo de 

processo de cultivo que será utilizado (em lote, batelada ou contínuo) (OLIVEIRA et al., 

2014).  

 A biossíntese de soforolipídios é estimulada em condições de nitrogênio limitantes, 

uma vez que nessas condições a atividade enzimática é elevada. Além disso, ela ocorre no fim 

da fase exponencial e no início da fase estacionária de crescimento do microrganismo 

(AFONSO et al., 2020). A via biossintética dos soforolipídios (Figura 6) se inicia com a 

hidroxilação dos ácidos graxos presentes no meio, que podem ser originados de n-alcanos, 

álcoois, aldeídos, triglicerídeos ou ésteres de ácidos graxos. Logo, os ácidos graxos são 

convertidos em ácidos graxos hidroxilados pela ação da enzima citocromo P450 

monooxigenase NADPH dependendente, pertencente à família CYP52. Posteriormente, duas 

moléculas de glicose serão acopladas ao ácido graxo ativado.   A primeira glicose liga-se 

glicosidicamente ao grupo hidroxila do ácido graxo por meio da ação da glicosiltransferase I. 

Depois disso, uma segunda molécula de glicose se une glicosidicamente à primeira porção da 

glicose pela glicosiltransferase II. Esse processo resultará em soforolipídios ácidos não 

acetilados, sendo a acetiltransferase responsável pela reação de acetilação. Já na a produção 

da forma lactônica ocorre uma reação de esterificação mediada pela enzima lactonesterase, 

entre o grupamento carboxila do ácido graxo e o grupamento hidroxila (OLIVEIRA et al., 

2014; SHAH et al., 2017). 

Apesar de possuir diversas aplicações e vantagens em relação aos surfactantes 

sintéticos, os soforolipídios possuem um alto custo para serem produzidos, decorrente da 

baixa eficiência e da baixa escala de produção, sendo este o principal obstáculo para a 

competitividade no mercado mundial (WANG et al., 2020). Para contornar esse problema e 

tornar os biossurfactantes mais economicamente competitivos, algumas estratégias vêm sendo 

estudadas, como a utilização de substratos de baixo custo (resíduos e subprodutos industriais), 
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otimização dos processos e linhagens de microrganismos geneticamente modificadas para 

aumentar o rendimento da produção (SATPUTE; PŁAZA; BANPURKAR, 2017). 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Via biossintética de soforolipídios. (1) citocromo monooxigenase P450, (2) álcool-

desidrogenase, (3) aldeído-desidrogenase, (4) lipase, (5) citocromo monooxigenase P450, (6) 

glicosiltransferase I, (7) glicosiltransferase II, (8) lactonesterase, (9) acetiltransferase. Fonte: VAN 

BOGAERT; SOETAERT (2011). 
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2.3 O gênero Starmerella 

 

A levedura conhecida nos dias atuais como Starmerella bombicola foi isolada 

originalmente a partir do mel de abelhas no Canadá, sendo denominada naquela época de 

Torulopsis bombicola por Spencer, Gorin e Tulloch (1970), devido a sua estreita associação 

com abelhas do gênero Bombus. Além disso, foi observado também que a nova espécie 

produzia soforosídios de ácidos graxos hidroxilados, conhecidos hoje como soforolipídios 

(DE GRAEVE et al, 2018).  

Posteriormente, foi proposto por Yarrow e Meyer (1978) uma alteração no diagnóstico 

do gênero Candida, para que espécies com pseudo-hifas ausentes, rudimentares ou bem 

desenvolvidas pudessem ser incluídas no gênero. Com essa mudança, foi possível a inserção 

de espécies não hifais, sendo assim, T. bombicola foi reclassificada para Candida bombicola 

(YARROW; MEYER, 1978).  

Rosa e Lachance (1998) estudaram leveduras isoladas de flores de Calystegia sepium 

(Convolvulaceae) e de besouros associados ao gênero Conotelus, relacionadas 

filogeneticamente à espécie C. bombicola. Nesse estudo foram realizados cruzamentos das 

leveduras isoladas com a linhagem tipo de C. bombicola, resultando na formação de ascas 

contendo um ascósporo esferoidal, com uma parede convoluta e saliência membranosa. Em 

vista disso, Rosa e Lachance (1998) propuseram o novo gênero Starmerella com a espécie 

Starmerella bombicola, para acomodar o teleomorfo de C. bombicola. 

No XVIII Congresso Internacional de Botânica ocorrido em julho de 2011 na cidade 

de Melbourne foi decidido que a partir de 1º de janeiro de 2012 um fungo pode ter apenas um 

nome (MCNEILL; TURLAND, 2011). Portanto, é comum encontrar em publicações mais 

antigas a espécie C. bombicola, mas a nomenclatura atual para essa espécie é Starmerella 

bombicola. 

A reprodução assexuada no gênero Starmerella ocorre por brotamento multilateral e as 

células podem ser esféricas ou elipsoidais. Além disso, não há produção de hifas e nem 

pseudo-hifas. Já a reprodução sexuada ocorre por conjugação dos ascos, que normalmente 

formam um ascósporo único, assimétrico e rugoso. Em relação a fisiologia, a absorção de 

nitrato varia entre as espécies e há fermentação da glicose (LACHANCE, 2011). É possível 

haver uma relação mutualística benéfica entre abelhas e as espécies de leveduras desse 

gênero, uma vez que as leveduras desse clado são frequentemente encontradas em ambientes 

associados a abelhas e ao substrato em que esses insetos vivem (ROSA et al., 2003). 



31 

 

O gênero Starmerella conta com duas espécies que apresentam reprodução sexuada, S. 

bombicola e S. meliponinorum. Já foram descritas também como pertencentes ao gênero as 

espécies sem reprodução sexual conhecida, Starmerella anomalae, Starmerella aceti, 

Starmerella caucasica, Starmerella henanensis, Starmerella jinningensis, Starmerella 

asiatica, Starmerella neotropicalis, Starmerella scarabaei, Starmerella orientalis e 

Starmerella syriaca (SANTOS et al., 2018). Novas espécies descritas por Santos et al. (2018) 

também foram incluídas no gênero: Starmerella camargoi, Starmerella ilheusensis, 

Starmerella litoralis, Starmerella opuntiae, Starmerella roubikii e Starmerella vitae. Além 

disso, estes autores transferiram 25 espécies pertencentes ao gênero Candida para o gênero 

Starmerella, a fim de cumprir as normas estabelecidas pelo Código Internacional de 

Nomenclatura para algas, fungos e plantas. 

Com relação à patogenicidade de S. bombicola, pelo fato dessa levedura estar 

naturalmente presente em sucos de uva concentrados, em extratos vegetais fermentados com 

alto teor de açúcar e mel e de ser usada em fermentações de vinho pelas suas propriedades 

aromáticas, essa levedura não é conhecida por causar nenhuma doença em humanos adultos 

saudáveis (número da linhagem ATCC: 22214). Entretanto, a espécie não é oficialmente 

classificada como ‘Generally Regarded as Safe’ (GRAS) pela American Food and Drug 

Administration (FDA) (DE GRAEVE et al., 2018).  

A levedura S. bombicola se destaca no gênero por ter a capacidade de produzir grandes 

quantidades de soforolipídios, que representam metabólitos secundários de seu metabolismo. 

De Clerq et al. (2021) elucidaram que a principal função natural dos soforolipídios nessa 

espécie envolve armazenamento extracelular de carbono e energia, que pode ser utilizada pela 

levedura nas condições de inanição. Além disso, os soforolipídios possuem propriedades 

antimicrobianas, que inibem o crescimento de microrganismos competidores. 

2.4 Uso de substratos renováveis e de baixo custo na produção de biossurfactantes 

 

Os principais obstáculos para a produção de biossurfactantes em larga escala 

envolvem o alto custo de substratos, dificuldades nos processos downstream e baixos 

rendimentos de produção. Dessa forma, uma das estretégias que pode permitir a competição 

dos biossurfactantes com os surfactantes sintéticos é a utilização de subprodutos 

agroindustriais como matéria-prima de baixo custo (BORAH et al., 2019).  

Tais resíduos possuem alto potencial poluente, mas dessa forma deixam de ser 

considerados redíduos, pois passam a ter valor agregado, podendo ser reaproveitados em 
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outros processos, além de evitar o descarte inadequado, o que minimiza o impacto ambiental. 

Dentre as alternativas existentes, o glicerol residual bruto, subproduto do processo de 

produção do biodiesel, tem se destacado como substrato rico em nutrientes essenciais, sendo 

uma fonte de carbono barata (SILVA et al. 2020). Resíduos agrícolas como melaço de cana-

de-açúcar e beterraba, bagaço de cana-de-açúcar, palha de trigo, farelo de arroz, casca de soja, 

sabugo de milho, polpa de farelo de cevada, casca de coco, casca de semente de girassol, 

resíduo de polimento de moinho de arroz e águas residuais processadas ricas em amido 

também são utilizadas para a produção de agentes tensoativos por microrganismos 

(SAWANT et al., 2021).  

O farelo de arroz é um subproduto do beneficiamento do arroz branco, que resulta na 

veiculação de grande parte dos nutrientes para o farelo, incluindo lipídios, fibras, proteínas e 

vitaminas. Dentre os lipídios, seus maiores constituintes são os ácidos oléico, linoléico e ácido 

palmítico. Além disso, também estão presentes magnésio, fósforo, ferro e tocoferóis 

(MONTEIRO, 2020). 

Existem vários relatos na literatura da utilização do glicerol (SILVA et al., 2010; 

ACCORSINI et al., 2012; SILVA et al., 2020) e do farelo de arroz (VENKATESH; 

VEDARAMAN, 2012; BHARDWAJ et al. 2015; AHUEKWE et al., 2016; 

MISHRA;TRIVELDI, 2020) como substratos alternativos de baixo custo para a fermentação 

na produção de biossurfactantes. A Tabela 4 mostra alguns dos substratos utilizados para esse 

fim relatados na literatura.  

Tabela 4. Alguns substratos utilizados para a produção de biossurfactantes. 

Substrato Biossurfactante Microrganismo 
Concentração do 

substrato (g/L) 

Biossurfactante 

(g/L) 
Ref. 

Glicerol Ramnolipídios Pseudomonas aeruginosa 30 8,0 Silva et al. (2010) 

Sacarose Surfactina Micromonospora marina 10 1,22 
Ramalingan et 

al.(2019) 

Glicose Soforolipídios Starmerella batistae 50 24,1 Kim et al. (2021) 

Glicerol Ramnolipídios Pseudomonas aeruginosa 50 2,55 
Salazar-Byram 

(2016) 

Farelo de 

arroz 
Ramnolipídios Pseudomonas aeruginosa 40 6,24 Mishra et al.(2021) 

 

Como foi discutido anteriormente, existem fatores limitantes para a produção dos 

biossurfactantes em escala industrial, como o alto custo gerado pelo valor dos substratos e 

pela utilização de meios de cultivo complexos. Isso traz a necessidade de pesquisas que 

investigem processos que utilizem substratos de baixo custo, contribuindo para a substituição 

dos compostos sintéticos, gerando uma economia mais sustentável (VIEIRA et al. 2021). 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

 

Avaliar e caracterizar a produção de soforolípidios por espécies novas de leveduras do 

gênero Starmerella isoladas a partir de ecossistemas do Brasil e do Equador. 

 

3.2  Objetivos específicos 

 

• Selecionar espécies ainda não descritas de leveduras do gênero Starmerella que sejam 

produtoras de biossurfactantes; 

 

• Avaliar a produção de biossurfactantes das melhores leveduras produtoras utilizando 

como substratos a glicose, o glicerol e o farelo de arroz; 

 

• Caracterizar e quantificar os biossurfactantes produzidos; 

 

• Avaliar a estabilidade dos soforolipídios produzidos em diferentes condições de pH, 

temperatura e salinidade. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Seleção de leveduras 

 

Foram selecionadas 10 novas espécies de leveduras do gênero Starmerella isoladas de 

ecossistemas do Brasil e do Equador para o teste inicial de triagem, compreendendo um total 

de 19 isolados de leveduras do gênero Starmerella, pertencentes à Coleção de 

Microrganismos e Células da Universidade Federal de Minas Gerais, preservadas a – 80ºC. 

 

Tabela 5. Espécies de leveduras do gênero Starmerella selecionadas para o presente trabalho. 

Espécie Isolado Local de coleta Origem do isolado 

Starmerella sp. 1 
UFMG-CM-Y6321 Araguatins - TO1 Flor de Byrsonima crassifolia 

UFMG-CM-Y5739 PEIG - RJ2 Flor de Thunbergia erecta 

Starmerella sp. 2 

UFMG-CM-Y6313 São Félix - TO1 Flor de Ipê amarelo 

TOC03_77.3 São Félix - TO1 Flor de Ipê roxo 

TOC03_80.2 São Félix - TO1 Flor de Ipê roxo 

Starmerella sp. 3 
UFMG-CM-Y6330 Araguatins - TO1 Flor de Byrsonima crassifolia 

Y6364 Jalapão - TO1 Flor não identificada 

Starmerella sp. 4 
JIY1.2 Janaúba - MG3 Mel imaturo de Abelhas Jataí 

TPY3.6 Janaúba - MG3 Pólen de Abelhas Tubuna 

Starmerella sp. 5 
CLQCA-24i-144 Galápagos - Equador Flor não identificada 

CLQCA-24i-181 Galápagos - Equador Flor não identificada 

Starmerella sp. 6 
UFMG-CM-Y6044 Nova Lima - MG3 Abelha Scaptotrigona postica 

UFMG-CM-Y6045 Nova Lima - MG3 Abelha Scaptotrigona postica 

Starmerella sp. 7 

APY1.1 Janaúba - MG3 Pólen de Apis melifera 

TPY1.1 Janaúba - MG3 Pólen de Abelhas Tubuna 

TMY12.2 Janaúba - MG3 Mel de Abelhas Tubuna 

Starmerella sp. 8 TD10.2 Janaúba - MG3 Corpo de Abelha Tubuna 

Starmerella sp. 9 UFMG-CM-Y592 Campus UFMG4 Flor do gênero Ipomoea 

Starmerella sp. 10 UFMG-CM-Y604 Ilhéus – BA5 Flor de Ipomoea pes-caprae 

TO1: Tocantins; RJ2: Rio de Janeiro; MG3: Minas Gerais; BA5: Bahia; UFMG4: Universidade Federal de Minas 

Gerais; PEIG: Parque Estadual da Ilha Grande. 
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4.2 Curva de calibração: Peso seco x Densidade Óptica 

 

Uma curva de calibração peso seco x densidade optica (DO600nm)  foi construida 

para cada isolado selecionado no presente trabalho.. Após o descongelamento, os isolados 

foram cultivadas em placas contendo ágar YM (10g/L glicose, 5g/L peptona, 3g/L extrato de 

levedura, 3g/L extrato de malte e 20g/L ágar bacteriológico) durante 72h a 30ºC. Os cultivos 

foram realizados em duplicata, com uma alçada de cada cultura inoculada em frascos 

Erlenmeyers de 125 mL contendo 50 mL de caldo YM, por 24h a 30°C e 200 r.p.m em 

agitador horizontal (New Brunswick Scientific CO. INC. series 25). Após esse período, 

alíquotas de 1,5 mL foram retiradas e centrifugadas por 15 minutos a 11200 g. O 

sobrenadante foi descartado e o precipitado de células foi submetido a evaporação rotativa à 

vácuo (Thermo Scientific Savant SPD121P SpeedVac™) por 1h a 55ºC para a obtenção do 

peso seco. Para a densidade óptica, alíquotas de 10 mL foram retiradas do cultivo e 

centrifugadas a 6300 g por 15 minutos, tendo seu sobrenadante descartado. As células foram 

ressuspendidas em solução salina (0,85%) e diluições de 1:5, 1:7, 1:10, 1:15, 1:20, 1:30, 1:40, 

1:50 e 1:60 foram realizadas. Para cada diluição foi determinada a densidade óptica 

(DO600nm) em espectrofotômetro (Espectrofotômetro Biospectro SP-220 ) (PALLADINO, 

2018). 

 

4.3 Seleção dos isolados de Starmerella produtoras de biossurfactantes 

 

Para selecionar os melhores isolados produtores de biossurfactantes, o cultivo inicial 

foi feito com uma alçada das leveduras selecionadas em frascos Erlenmeyer (capacidade de 

125 mL) contendo 50 mL de meio de cultura com: 100g/L glicose e 10g/L de extrato de 

levedura, sendo incubadas em agitador horizontal (New Brunswick Scientific CO. INC. series 

25) por 24 horas a 200 r.p.m na temperatura de 30ºC. (VEDARAMAN; VENKATESH, 

2010). 

Para a obtenção de um inóculo com a concentração celular inicial de 1g/L, o cultivo 

inicial foi submetido à centrifugação a 6300 g por 15 minutos. O sobrenadante foi descartado, 

as células foram ressuspendidas em água destilada esterelizada e volumes adequados foram 

acrescentados no meio de cultivo da fermentação, a fim de se obter uma concentração celular 

padronizada. A fermentação foi realizada em frascos Erlenmeyers (capacidade de 125 mL), 

com 50 mL de meio de cultura contendo: 80g/L de glicose, 40g/L de glicerol e 1g/L de 
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extrato de levedura, em agitador horizontal (New Brunswick Scientific CO. INC. series 25) 

por 96 horas a 200 r.p.m na temperatura de 30ºC. 

Os ensaios foram realizados em duplicata e alíquotas de 1 mL foram retiradas para 

monitorar os ensaios, nos tempos 0, 24, 48, 72 e 96h. As amostras coletadas foram estocadas a 

– 20 ºC para análises posteriores por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (HPLC) 

(PALLADINO, 2018). O critério utilizado para a seleção das melhores leveduras produtoras 

de biossurfactantes foi o índice de emulsificação E24, que foi realizado de acordo com a 

metodologia descrita no item 4.5.1 do presente trabalho. 

 

4.4 Produção de biossurfactantes a partir da utilização da glicose, do glicerol e do 

farelo de arroz  

4.4.1 Condições de cultivo inicial 

 

Os isolados selecionados na etapa anterior tiveram um cultivo inicial feito com uma 

alçada das leveduras em frascos Erlenmeyer (capacidade de 125 mL) contendo 50 mL de 

meio de cultura (100g/L glicose e 10g/L de extrato de levedura), sendo incubados em agitador 

horizontal (New Brunswick Scientific CO. INC. series 25) por 24 horas a 200 r.p.m na 

temperatura de 30ºC (VEDARAMAN; VENKATESH, 2010). A padronização do inóculo foi 

realizada de acordo com os tópicos 4.2 e 4.3. 

4.4.2  Preparação do extrato de farelo de arroz 

 

Para a obtenção do extrato de farelo de arroz preparou-se uma suspensão contendo 200 

g de farelo com 1L de água destilada. Essa suspensão foi autoclavada por 15 min a uma 

pressão de 0,5 atm, esfriada e centrifugada em condições assépticas a 7.500 r.p.m durante 15 

min. A fração líquida (extrato) foi transferida para um frasco previamente esterilizado. 

(PALLADINO, 2018). O mesmo lote de farelo de arroz foi utilizado para todos os testes 

realizados. 

4.4.3  Condições de cultivo para a fermentação 

 

A fermentação foi realizada em frascos Erlenmeyers (capacidade de 125 mL), com 50 

mL de meio de cultura contendo 50g/L de glicose, 50g/L de glicerol e 40g/L de farelo de 

arroz, em agitador horizontal (New Brunswick Scientific CO. INC. series 25) por 96 horas a 
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200 r.p.m na temperatura de 30ºC. Os ensaios foram realizados em triplicata e alíquotas de 1 

mL foram retiradas para monitorar os ensaios, nos tempos 0, 24, 48, 72 e 96h. As amostras 

coletadas foram estocadas a – 20 ºC para análises posteriores por Cromatografia Líquida de 

Alta Eficiência (HPLC) (PALLADINO, 2018).  A determinação do índice de emulsificação 

foi feita de acordo com o item 4.5.1. 

4.5 Métodos Analíticos 

4.5.1  Determinação do Índice de Emsulfisificação (E24) 

 

A propriedade da atividade emulsificante foi avaliada com base no Índice de 

Emulsificação (E24), caracterizado por Cameron et al. (1998). Ao final da fermentação, o meio 

de cultura foi separado das células por centrifugação a 6300 g por 15 minutos a 4ºC. Foram 

retirados 4 mL do sobrenadante resultante, que foram acrescentados a um tubo de ensaio de 

capacidade de 20 mL, contendo 6 mL de tolueno (Merck). Os tubos de ensaio foram 

vortexados vigorosamente durante 2 minutos e deixados em repouso por um período de 24h. 

Após esse período foi possível comparar a proporção de tolueno emulsificado com o volume 

total (SENA et al., 2021). A camada de emulsão formada foi medida com um paquímetro 

digital. Essa comparação é feita através do cálculo do Índice de Emulsificação (E24), pela 

fórmula: 

 

 

𝑬𝟐𝟒 =
𝑯𝒆

𝑯𝒕
 × 𝟏𝟎𝟎 

 

Onde, 

He: altura da camada de emulsão; 

Ht: altura total. 

 

 Também foi avaliada a estabilidade da emulsão após 48h (E48) através do índice de 

emulsificação descrito anteriormente. Foi utilizado um controle negativo contendo apenas o 

meio de cultivo e o tolueno, tanto para o E24 quanto para o E48. 
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4.5.2   Determinação das concentrações de glicose e glicerol 

 

A cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) foi utilizada para determinar as 

concentrações de glicose e glicerol presentes no meio das fermentações realizadas no presente 

trabalho. O cromatógrafo usado para as análises foi o Shimadzu (Shimadzu, Japão). Antes de 

realizar a introdução das amostras no cromatógrafo, foi realizada uma diluição das amostras 

em água destilada na proporção de 1:10. Posteriomente, as amostras foram filtradas em 

membrana de acetato de celulose (Sartorius) com 0,45 µm e 13 mm. O teste foi realizado com 

uma coluna Supelco Analytica C-610 H (45ºC) com um volume de injeção de 20 µL e 

detector de índice de refração RID 10-A, utilizando o eluente H2SO4 5 mM como fase móvel 

a um fluxo de 0,6 mL/min (PALLADINO, 2018). 

4.5.3 Determinação da tensão superficial 

 

Para determinar a tensão superficial das amostras, as análises foram realizadas em um 

tensiômetro digital por meio do método de pressão máxima de bolha, nas seguintes condições: 

temperatura de 28 ºC, pressão de 50 psi e vazão de 1 bolha/seg. Os resultados foram expressos 

em mN/M (DALTIN, 2011).  

 

4.6 Caracterização dos biossurfactantes produzidos 

4.6.1  Teste do ágar azul: CTAB-azul de metileno 

 

Para definir parcialmente e estrutura dos biossurfactantes produzidos de acordo com o 

item 4.4 e detectar a presença de glicolipídios extracelulares, foi utilizado o teste de ágar azul 

contendo brometo de cetiltrimetil amônio (CTAB) e azul de metileno. Os inóculos das 

leveduras selecionadas foram preparados em um meio contendo 100g/L glicose e 10g/L de 

extrato de levedura e incubados a 30 °C, 200 r.p.m por 48 h. Posteriormente, as células foram 

inoculadas em placas de ágar contendo: 40g/L de glicose, 15g/L de ágar bacteriano, 0,2g/L de 

brometo de cetiltrimetil amônio (C19H42Br) (CTAB) e 0,005g/L de azul de metileno. Foram 

criados pequenos poços nas placas e 200 µL do inóculo foram adicionados em cada poço. As 

placas de ágar foram incubadas na temperatura de 30ºC por 48h. A positividade nesse teste é 

indicada pela formação de um halo azul escuro ao redor de onde as células foram inoculadas, 

indicando a produção de glicolipídios (CHAVES et al., 2021). 
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4.6.2  Extração e quantificação dos soforolipídios produzidos 

 

Ao final da fermentação realizada de acordo com o tópico 4.4, os soforolipídios foram 

extraídos a partir do sobrenadante do meio fermentado após centrifugação a 7.500 r.p.m por 

15 minutos a 4ºC. Após a centrifugação, foi adicionada uma solução de HCl 37% para ajustar 

o pH para 2,0, com o objetivo de atingir a hidrólise e precipitação do soforolipídio. As 

amostras foram armazenadas em uma temperatura de 4ºC durante 24h e o biossurfactante 

precipitado foi coletado por centrifugação a 6300 g  por 15 min a 4°C. Os precipitados obtidos 

foram suspensos em acetato de etila (1:1). O processo de suspensão em acetato de etila foi 

repetido e posteriormente as amostras foram submetidas a evaporação rotativa à vácuo 

(Thermo Scientific Savant SPD121P SpeedVac™) por 1h a 45ºC,  tendo sua concentração 

determinada por gravimetria e expressa em g/L (CHAVES et al., 2021).  

 

4.6.3  Avaliação de estabilidade dos soforolipídios produzidos 

 

Para avaliar a estabilidade dos soforolipídios produzidos, a fonte de biossurfactante 

bruta utilizada foi o sobrenadante obtido ao final da fermentação (tópico 4.4) por meio da 

centrifugação a 6300 g por 15 minutos a 4ºC. As análises de estabilidade foram feitas 

submetendo as emulsões (tópico 4.5.1) a diversas condições de pH, temperatura e salinidade. 

Os testes foram realizados em triplicata (CHAVES et al., 2021). 

 

4.6.3.1 Efeito do pH 

 

O sobrenadante obtido ao final da fermentação teve seu pH ajustado para os valores de 

2,0, 6,0, 10,0 e 12,0 por meio da adição de ácido acético concentrado e de NH4OH (3%). 

Após o ajuste, os índices de emulsificação (E24) foram medidos de acordo com o tópico 4.5.1 

(OSTENDORF et al., 2019). 

 

4.6.3.2 Efeito da temperatura 

 

Para avaliar o efeito da temperatura na estabilidade das emulsões, o sobrenadante 

obtido ao final da fermentação foi emulsionado com tolueno (tópico 4.5.1) e submetido às 

temperaturas de 0ºC, 25ºC, 40ºC e 80ºC por 15 minutos. Após essa etapa, os tubos de ensaio 
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foram deixados em repouso por 24h na temperatura ambiente e os índices de emulsificação 

(E24) foram mensurados (CHAVES et al., 2021).  

 

4.6.3.3 Efeito da salinidade 

 

Para verificar o efeito da concentração de sal foi adicionado NaCl ao sobrenadante 

obtido ao final da fermentação, nas concentrações de 2%, 6% e 10% (p/v). Após essa adição 

de sal, os índices de emulsificação (E24) foram medidos de acordo com o tópico 4.5.1 

(OSTENDORF et al., 2019). 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 Seleção das leveduras 

 

Com a finalidade de selecionar inicialmente os melhores isolados produtores de 

biossurfactantes dentre as leveduras descritas na Tabela 4 foi realizado o teste do índice de 

emulsificação (E24) de acordo com o item 4.5.1. No presente trabalho, o tolueno foi utilizado 

nesse teste porque esse solvente é um hidrocarboneto aromático que está presente na maioria 

dos locais contaminados com petróleo, sendo esse um problema ambiental global nos últimos 

anos (MARTINO et al., 2012). Um estudo recente realizado por Feng et al. (2021) afirmou 

que a biorremediação de solo contaminado com hidrocarbonetos de petróleo foi aprimorada 

por meio da combinação de bactérias indígenas com soforolipídios. Sendo assim, a utilização 

do tolueno nesse teste se justifica pela possibilidade de servir de base para estudos futuros 

envolvendo a biorremediação de solos contaminados por petróleo.  

Os resultados referentes ao teste do Índice de Emulsificação após 24h (E24) e 48h 

(E48), além da concentração celular, do consumo de glicose e de glicerol e da tensão 

superficial das amostras obtidas a partir da fermentação realizada de acordo com o item 4.3 

estão representados na Tabela 6. O critério adotado para a seleção dos isolados foi de acordo 

com o que é praticado na literatura. O ensaio da capacidade de emulsificação foi desenvolvido 

originalmente por Cooper e Goldenberg (1987) e atualmente é um dos métodos mais 

populares descritos na literatura para esse fim. O índice de emulsificação E24 se correlaciona 

com a concentração de surfactante, sendo a avaliação da capacidade de emulsificação um 

método de triagem simples e adequado para uma primeira triagem de microrganismos 

produtores de biossurfactantes (WALTER et al, 2010).  

Para um biossurfactante ser considerado um bom agente emulsificante, o critério a ser 

analisado é a capacidade de formar emulsões estáveis que estejam acima de 50% por 24 horas 

ou mais (BEZERRA et al., 2020). Dessa forma, foram selecionadas para a próxima etapa 

desse trabalho as leveduras UFMG-CM-Y6045, TMY12.2, UFMG-CM-Y6044 e 

TOC03_80.2, uma vez que elas obtiveram os valores de E24 de 61 ± 0,01%, 53 ± 0,1%, 52 ± 

0,03% e 52 ± 0,15%, respectivamente. O controle negativo não apresentou índice de 

emulsificação após 24h e 48h. Além disso, as emulsões dessas quatro linhagens se 

mantiveram estáveis após 48h, mantendo os índices E48 acima de 50%. 
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Tabela 6. Dados sobre a concentração celular, o consumo de substrato, a tensão superficial e os 

índices de emulsificação das 19 linhagens de Starmerella analisadas inicialmente. 

Espécie Isolado 
Concentração 

Celular (g/L) 

Consumo Tensão 

Superficial 

(mN/M) 

Índice de Emulsificação 

Glicose (%) Glicerol (%) (E24) (E48) 

Starmerella 

sp. 1 

UFMG-CM-

Y6321 
31,4 ± 0,86 100,00 ± 0,01 24,04 ± 1,3 60,3 ± 0,08 46 ± 0,13% 45 ± 0,12% 

UFMG-CM-

Y5739 
17,52 ± 0,05 99,22 ± 1,13 30,32 ± 1,75 59,02 ± 0,11 37 ± 0,1% 37 ± 0,11% 

Starmerella 

sp. 2 

UFMG-CM-

Y6313 
20,68 ± 0,51 99,27 ± 0,05 35,94 ± 0,02 61,12 ± 0,04 6 ± 0,05% 6 ± 0,05% 

TOC03_80.2 30,57 ± 1,09 98,83 ± 0,07 30,96 ± 0,76 61,6 ± 0,5 52 ± 0,15% 51 ± 0,16% 

TOC03_77.3 20,52 ± 0,33 100,00 ± 0,01 43,53 ± 0,45 60,87 ± 0,04 37 ± 0,08% 37 ± 0,09% 

Starmerella 

sp. 3 

UFMG-CM-

Y6330 
44,52 ± 0,75 100,00 ± 0,01 40,2 ± 0,86 60,62 ± 0,18 31 ± 0,3% 31 ± 0,3% 

Y6364 16,72 ± 0,2 99,31 ± 0,1 24,5 ± 1,18 60,77 ± 0,11 29 ± 0,03% 27 ± 0,04% 

Starmerella 

sp. 4 

JIY1.2 7,16 ± 0,15 99,95 ± 0,09 40,35 ± 0,83 60,6 ± 0,15 8 ± 0,02% 6 ± 0,05% 

TPY3.6 5,13 ± 0,21 99,6 ± 0,6 30,32 ± 1,89 61,2 ± 0,08 13 ± 0,03% 12 ± 0,03% 

Starmerella 

sp. 5 

CLQCA-24i-

144 
9,8 ± 0,03 98,58 ± 0,56 33,3 ± 0,05 63,4 ± 0,57 37 ± 0,01% 35 ± 0,02% 

CLQCA-24i-

181 
17,26 ± 0,06 99,42 ± 0,06 39,93 ± 1,12 61,3 ± 0,78 35 ± 0,03% 29 ± 0,04% 

Starmerella 

sp. 6 

UFMG-CM-

Y6044 
10,6 ± 0,3 100,00 ± 0,01 40,47 ± 1,49 59,02 ± 1,03 52 ± 0,03% 52 ± 0,03% 

UFMG-CM-

Y6045 
5,36 ± 0,03 100,00 ± 0,01 39,84 ± 1,18 60,15 ± 0,22 61 ± 0,01% 60 ± 0,01% 

Starmerella 

sp. 7 

APY1.1 10,78 ± 0,14 100,00 ± 0,01 25,91 ± 0,79 59,35 ± 0,64 45 ± 0,09% 45 ± 0,09% 

TPY1.1 16,76 ± 0,08 100,00 ± 0,01 40,11 ± 1,25 58,85 ± 0,57 35 ± 0,37% 32 ± 0,37% 

TMY12.2 13,04 ± 0,43 98,82 ± 0,36 35,35 ± 1,14 59,03 ± 0,11 53 ± 0,11% 47 ± 0,19% 

Starmerella 

sp. 8 
TD10.2 21,38 ± 0,24 100,00 ± 0,01 38,52 ± 1,2 61,6 ± 0,29 7 ± 0,02% 6 ± 0,02% 

Starmerella 

sp. 9 

UFMG-CM-

Y592 
10,19 ± 0,35 99,42 ± 0,84 36,5 ± 0,66 59,75 ± 0,08 47 ± 0,03% 45 ± 0,05% 

Starmerella 

sp. 10 

UFMG-CM-

Y604 
7,1 ± 0,03 100,00 ± 0,01 22,69 ± 0,02 59,87 ± 0,11 16 ± 0,1% 16 ± 0,11% 
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Em relação à tensão superficial das amostras, o menor valor encontrado foi de 

58,85±0,57 mN/m para o isolado TPY1.1 e o maior foi do isolado CLQCA-24i-144, com 

63,4±0,57 mN/m. Desssa forma, ocorreu uma redução da tensão superficial de 

aproximadamente 20% na amostra do isolado TPY1.1 se comparado com o valor da água 

destilada, que é 72 mN/m. De acordo com Nikolova et al. (2021), um biossurfactante é 

considerado bom quando ele pode diminuir a tensão superficial da água de 72 mN/m para 35 

mN/m ou menos. Porém, o fato do presente trabalho ter encontrado valores acima de 35 

mN/m para a tensão superficial não anula o fato de algumas amostras possuírem excelente 

atividade emulsificante.  

Uzoigwe et al. (2015) mostraram a relação entre biossurfactantes capazes de reduzir a 

tensão superficial e bioemulsificantes produtores de emulsões estáveis. Para esses autores, 

embora os biossurfactantes e os bioemulsificantes sejam ambos de natureza anfifílica e sejam 

produzidos por uma ampla gama de microrganismos, cada um exibe papéis característicos na 

natureza. Tais moléculas possuem diferenças marcantes, especialmente com base em suas 

propriedades físico-químicas e papéis fisiológicos. Esses compostos podem formar emulsões 

estáveis, mas o motivo pelo qual os bioemulsificantes não mostram mudanças significativas 

na tensão superficial/interfacial entre as diferentes fases (líquido-ar, líquido-líquido, líquido-

sólido) ainda não está esclarecido. Nesse mesmo estudo os autores relataram que as medições 

da tensão superficial e os testes de índice de emulsificação não se correlacionam.  Isso explica 

porque o presente estudo encontrou altos valores do índice de emulsificação e apenas uma 

redução parcial da tensão superficial das amostras analisadas. Souza et al. (2012) 

identificaram um potente emulsificante produzido pela levedura Yarrowia lipolytica, que 

exibiu altos valores de emulsificação com hidrocarbonetos, porém sem necessariamente 

reduzir a tensão superficial. Em outro estudo feito por Singh et al. (1989), a levedura C. 

tropicalis foi cultivada em n-hexadecano e produziu um emulsificante extracelular com tensão 

superficial de apenas 49,5 mN/m, mas foi capaz de emulsificar vários hidrocarbonetos, 

incluindo hidrocarbonetos aromáticos.  

Diante do exposto, pode se concluir que a utilização de métodos de triagem baseados 

apenas na redução da tensão superficial podem descartar bons microrganismos produtores de 

emulsificantes. Dessa forma, o presente trabalho verificou tanto a tensão superficial quanto o 

índice de emulsificação, sendo o índice de emulsificação escolhido como critério de triagem 

para selecionar as melhores produtoras de agentes emulsificantes. Com relação às análises de 

concentração celular e consumo do substrato, as correlações estão ilustradas nas Figuras 7 a 

16. 
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Figura 7. Perfis de glicose (-■-), glicerol (-▲-) e concentração celular (-●-) das leveduras 

pertencentes à espécie 1, com de meio de cultura contendo: 80g/L de glicose, 40g/L de glicerol e 1g/L 

de extrato de levedura. 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Perfis de glicose (-■-), glicerol (-▲-) e concentração celular (-●-) das leveduras 

pertencentes à espécie Starmerella sp. 2, com de meio de cultura contendo: 80g/L de glicose, 40g/L de 

glicerol e 1g/L de extrato de levedura. 
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Figura 9. Perfis de glicose (-■-), glicerol (-▲-) e concentração celular (-●-) das leveduras 

pertencentes à espécie Starmerella 3, com de meio de cultura contendo: 80g/L de glicose, 40g/L de 

glicerol e 1g/L de extrato de levedura. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Perfis de glicose (-■-), glicerol (-▲-) e concentração celular (-●-) das leveduras 

pertencentes à espécie Starmerella sp. 4, com de meio de cultura contendo: 80g/L de glicose, 40g/L de 

glicerol e 1g/L de extrato de levedura. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Perfis de glicose (-■-), glicerol (-▲-) e concentração celular (-●-) das leveduras 

pertencentes à espécie Starmerella sp. 5, com de meio de cultura contendo: 80g/L de glicose, 40g/L de 

glicerol e 1g/L de extrato de levedura. 
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Figura 12. Perfis de glicose (-■-), glicerol (-▲-) e concentração celular (-●-) das leveduras 

pertencentes à espécie Starmerella sp. 6, com de meio de cultura contendo: 80g/L de glicose, 40g/L de 

glicerol e 1g/L de extrato de levedura. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13.  Perfis de glicose (-■-), glicerol (-▲-) e concentração celular (-●-) das leveduras 

pertencentes à espécie Starmerella sp. 7, com de meio de cultura contendo: 80g/L de glicose, 40g/L de 

glicerol e 1g/L de extrato de levedura. 
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Figura 14. Perfis de glicose (-■-), glicerol (-▲-) e concentração celular (-●-) da levedura pertencente 

à espécie Starmerella sp. 8, com de meio de cultura contendo: 80g/L de glicose, 40g/L de glicerol e 

1g/L de extrato de levedura. 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 15. Perfis de glicose (-■-), glicerol (-▲-) e concentração celular (-●-) da levedura pertencente 

à espécie Starmerella sp. 9, com de meio de cultura contendo 80g/L de glicose, 40g/L de glicerol e 

1g/L de extrato de levedura. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Perfis de glicose (-■-), glicerol (-▲-) e concentração celular (-●-) da levedura pertencente 

à espécie Starmerella sp. 10, com de meio de cultura contendo: 80g/L de glicose, 40g/L de glicerol e 

1g/L de extrato de levedura. 
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O consumo de glicose foi total ao final de 96h para todas os isolados analisadas. Já em 

relação ao glicerol, todas as leveduras consumiram esse substrato, porém de forma parcial. O 

maior consumo de glicerol foi da levedura TOC03_77.3 (43,53 ± 0,45%) e o menor consumo 

foi da UFMG-CM-Y604 (22,59 ± 0,02%). A razão para a glicose ter sido consumida 

primeiramente se deve ao fato de que os microrganismos de forma geral, tendem a favorecer 

essa fonte que é rapidamente metabolizada. Isto reprime a expressão de enzimas envolvidas 

no metabolismo de outros carboidratos lentamente metabolizados (LIN et al. 2019). Um 

resultado similar foi encontrado em um trabalho realizado por Konishi et al. (2018), onde o 

glicerol teve um consumo inferior em relação à glicose pois a levedura estudada S. (Candida) 

floricola consome um mol a mais de NADH na reação da glicerol-3-fosfato desidrogenase 

para assimilação de um mol de glicerol em relação à assimilação da glicose. Isso explica 

porque o glicerol foi consumido parcialmente e de forma mais lenta do que a glicose no 

presente trabalho. 

 Em relação à concentração da biomassa celular ao longo das 96h, o isolado que 

apresentou o maior valor foi a UFMG-CM-Y6330, com 44,52 ± 0,75g/L e, o menor foi da 

levedura TPY3.6, com 5,13 ± 0,21g/L. A capacidade de formar emulsões não parece estar 

relacionada à concentração celular, uma vez que o isolado UFMG-CM-Y6045 apresentou o 

maior índice de emulsificação E24 (61 ± 0,01%) e uma das menores concentrações celulares 

(5,36 ± 0,03g/L). Os resultados encontrados para a biomassa celular estão de acordo com o 

que é relatado na literatura para a espécie S. bombicola. Um exemplo disso foi um estudo 

realizado por Banghale et al. (2014), que utilizou a linhagem S. bombicola ATCC 22214 para 

a produção de soforolipídios. Os autores obtiveram uma biomassa de 6,7 ± 0,43g/L a partir da 

fermentação com meio de cultura com 100g/L de óleo de ricino e 150g/L de glicerol. 

A partir da análise dos resultados dessa etapa do trabalho, pode-se concluir que a 

combinação de um meio contendo 80g/L de glicose, 40g/L de glicerol e 1g/L de extrato de 

levedura foi adequada para ser utilizada na triagem para a produção de biossurfactantes no 

presente trabalho, uma vez que todas as leveduras analisadas tiveram índices de emulsificação 

variarando entre 61 ± 0,01% a 6 ± 0,05%. Os dados relatados na literatura que abordam as 

concentrações do substrato para a produção de biossurfactantes estão de acordo com o que foi 

encontrado no presente trabalho. Al-Dhabi et al.(2020) utilizaram uma concentração inicial de 

80g/L de glicose para a produção de biossurfactantes, obtendo boas capacidades 

emulsificantes, concluindo-se que essa concentração inicial de 80g/L de glicose foi adequada 

para tal objetivo. Wu et al. (2008) mostraram que o uso de glicerol para a produção de 

glicolipídios na concentração de 40 g/L foi eficiente, obtendo-se um rendimento de 
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ramnolipídios de 4,9 g/L. Em relação à fonte de nitrogênio, Vedaraman et al. (2010) 

mostraram que a produção de soforolipídeos ocorre após o crescimento celular, quando a toda 

fonte de nitrogênio é consumida. Por esse motivo, a concentração da fonte de nitrogênio no 

meio da fermentação desempenha um papel importante na produção de soforolipídios. Nesse 

mesmo estudo, foi afirmado que à medida que a concentração de extrato de levedura aumenta, 

a formação de biomassa e a produção de soforolipídios também aumenta, mas apenas até a 

concentração de 4g/L de extrato de levedura. Se houver uma concentração maior do que 4g/L 

de extrato de levedura, ocorre uma redução na produção de soforolipídios. Diante do exposto, 

os isolados UFMG-CM-Y6045, TMY12.2, UFMG-CM-Y6044 e TOC03_80.2, foram as 

selecionadas para as próximas etapas do presente trabalho, uma vez que obtiveram os valores 

de E24 acima de 50%, sendo consideradas boas produtoras de biossurfactantes.  

5.2 Produção de biossurfactantes a partir das leveduras selecionadas, utilizando 

glicose, glicerol e farelo de arroz como substrato  

 

Das quatro leveduras selecionadas, uma pertence à espécie 2, TOC03_80.2, duas são 

da espécie 6, UFMG-CM-Y6045 e UFMG-CM-Y6044, e uma pertence à espécie 7, 

TMY12.2. Os dados da fermentação utilizando essos isolados em um meio de cultura 

contendo 50g/L de glicose, 50g/L de glicerol e 40g/L de farelo de arroz para essa etapa do 

trabalho estão representados na Tabela 7. 

 

Tabela 7. Dados sobre a concentração celular, o consumo de substrato, a tensão 

superficial e os índices de emulsificação dos isolados de Starmerella utilizando meio de 

cultura contendo 50g/L de glicose, 50g/L de glicerol e 40g/L de farelo de arroz. 

Isolado 
Concentração 

Celular (g/L) 

Consumo 
Tensão 

Superficial 

(mN/M) 

Índice de 

Emulsificação (%) 

Glicose (%) Glicerol (%) (E24) (E48) 

Starmerella sp. 7 

TMY12.2 
38,37 ± 0,42 100,00± 0,01 46,96 ± 1,3 63,72 ± 0,15 62,39±0,74 45,5± 0,53 

Starmerella sp. 2 

TOC03_80.2 
35,58 ± 0,70 100,00± 0,01 29,81 ± 0,09 64,25 ± 0,22 62,36±1,24 60,16±1,17 

Starmerella sp. 6 

UFMG-CM-Y6044 
29,71 ± 0,86 100,00± 0,01 47,85 ± 0,12 64,1 ± 0,14 29 ± 1,18 12,49 ± 1,0 

Starmerella sp. 6 

UFMG-CM-Y6045 
16,35 ± 0,49 100,00± 0,06 37,79 ± 0,26 64,9 ± 0,11 14,47±0,83 11,83± 1,06 

Os resultados do índice de emulsificação obtidos na presente etapa desse trabalho 

estão representados na Figura 17. Em relação ao índice de emulsificação E24, os isolados 
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TMY12.2 e TOC03_80.2 se destacaram. Tanto a levedura TMY12.2 quanto a TOC03_80.2 

tiveram maiores índices de emulsificação (62,39±0,74% e 62,36±1,24%, respectivamente) 

quando submetidas a fermentação com o meio contendo 50g/L de glicose, 50g/L de glicerol e 

40g/L de farelo de arroz do que com o meio utilizado para a triagem (53±0,11% e 52±0,15%, 

respectivamente). O controle negativo não apresentou índice de emulsificação após 24h e 48h. 

Os resultados mostraram que ocorreu um aumento de aproximadamente 16% nos valores do 

índice de emulsificação E24. Isso sugere que o aumento da concentração de glicerol e/ou a 

inclusão de farelo de arroz no meio de cultivo podem ter uma influência positiva na produção 

de biossurfactantes por essas espécies. A composição do farelo de arroz compreende 

aminoácidos, proteínas, gorduras, fibras, vitaminas e minerais, com concentrações que variam 

de acordo com a fase e o tipo de beneficiamento. Além disso, é rico em ácidos graxos 

insaturados, principalmente em ácido oleico e linoleico (PALLADINO, 2018). Dessa forma, a 

utilização do farelo de arroz como fonte complexa de nitrogênio, pode fornecer vitaminas e 

minerais para as leveduras e influenciar positivamente na produção de soforolipídios 

dependendo da espécie.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Determinação dos índices de emulsificação E24 em meio de cultivo contendo 50g/L de 

glicose, 50g/L de glicerol e 40g/L de farelo de arroz. Legenda: (A) Starmerella sp. 7 TMY12.2, (B) 

Starmerella sp. 2 TOC03_80.2, (C) Starmerella sp. 6 UFMG-CM-Y6044 e (D) Starmerella sp. 6 

UFMG-CM-Y6045. 
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Os dois isolados pertencentes a espécie 6 (UFMG-CM-Y6044 e UFMG-CM-Y6045) 

tiveram uma queda nos índices de emulsificação com relação à fermentação da triagem 

inicial. No meio de cultivo contendo 80g/L de glicose, 40g/L de glicerol e 1g/L de extrato de 

levedura os índices foram de 61±0,01% e 52±0,03%, respectivamente. Já no meio contendo 

50g/L de glicose, 50g/L de glicerol e 40g/L de farelo de arroz, os valores de E24 cairam para 

29±1,18% e 14,47±0,83%, respectivamente. Isso sugere que para essa espécie, a diminuição 

da concentração de glicose, a ausência de extrato de levedura e/ou a presença do farelo de 

arroz tiveram um efeito negativo na produção de biossurfactantes. A correlação da 

concentração celular e da concentração de glicose e glicerol ao longo do tempo das leveduras 

dos quatro isolados de Starmerella  está representada na Figura 18.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Perfis de glicose (-■-), glicerol (-▲-) e concentração celular (-●-) dos isolados Starmerella 

sp. 7 TMY12.2, Starmerella sp. 2 TOC03_80.2 e Starmerella sp. 6 UFMG-CM-Y6044 e UFMG-CM-

Y6045 cultivadas em meio de cultura contendo 50g/L de glicose, 50g/L de glicerol e 40g/L de farelo 

de arroz 

Os valores obtidos nas análises de tensão superficial (Tabela 7) variaram entre 

63,72±0,15 mN/M e 64,9±0,11 mN/M. Como já discutido anteriormente no item 5.1, a 
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redução da tensão superficial não está necessáriamente relacionada com a formação de 

emulsões. Uma hipótese para explicar porque os soforolipídios produzidos no presente 

trabalho foram melhores em formar emulsões do que em reduzir a tensão superficial, pode ser 

devido à presença de uma longa cadeia de ácidos graxos na molécula, mas são necessários 

estudos posteriores para confirmar a estrutura e o peso molecular deste composto. Zerhusen et 

al. (2019) relataram que a levedura S. bombicola NRRL Y-17069 foi capaz de produzir 

soforolipídios de cadeia longa com atividade emulsificante, a partir de álcoois graxos e/ou 

misturas equimolares de ácidos graxos/álcoois graxos. Os autores concluiram  que os 

soforolipídios de cadeia longa apresentaram um caráter mais hidrofóbico e exibem alta 

atividade emulsificante.  

Assim como ocorreu na fermentação realizada para na etapa de triagem dos isolados 

de Starmerella para a produção e biosurfactantes no presente trabalho, todas as leveduras 

consumiram a totalidade de glicose ao final das 96h de fermentação. O consumo de glicerol 

nessa etapa também ocorreu de forma parcial, com valores entre 29,81±0,09% (TOC03_80.2) 

e 47,85±0,12% (UFMG-CM-Y6044). Como relatado anteriormente, isto pode ser devido ao 

fato de que os microrganismos de forma geral, tendem a favorecer a glicose, sendo 

rapidamente metabolizada. Isto reprime a expressão de enzimas envolvidas no metabolismo 

de outros carboidratos lentamente metabolizados (LIN et al. 2019).  Já a explicação para o 

glicerol ter um consumo mais lento que o da glicose, pode ser em razão de que 

microrganismos tendem a consumir um mol a mais de NADH na reação da glicerol-3-fosfato 

desidrogenase para assimilação de um mol de glicerol do que para à assimilação da glicose 

(KONISHI et al. 2018). 

Com relação à concentração celular, o isolado UFMG-CM-Y6045 apresentou a menor 

biomassa (16,35±0,49g/L) e a TMY12.2 a maior (38,37±0,42g/L). Haque et al. (2017) 

utilizaram a levedura S. bombicola para a produção de soforolipídios com um meio contendo 

(g/L): glicose (100), farelo de arroz (100), uréia (1) e óleo de semente de algodão (100), 

obtendo uma concentração celular entre 20 e 40g/L durante a fermentação, resultados 

semelhantes aos encontrados no presente trabalho. 

Diante do que foi discutido, conclui-se que a composição do meio utilizado na 

presente etapa do trabalho foi positiva para a produção de soforolipídios para Staremrella sp. 

7 TMY12.2 e Starmerella sp. 2 TOC03_80.2 e negativa para os isolados de Starmerella sp. 6,  

UFMG-CM-Y6044 e UFMG-CM-Y6045. Kim et al. (2021) consideraram a concentração de 

50g/L de glicose ótima para a produção de soforolipídios pela levedura S. (Candida) batistae, 

relatando uma concentração final de 24,1 g/L de soforolipídios. A utilização do glicerol na 
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concentração de 50g/L como fonte de carbono para a produção de biossurfactantes foi 

relatada por Salazar-Byram (2016) como sendo eficiente, atingindo uma produção máxima de 

1,3 ± 0,3 g/L de ramnolipídios. Em relação ao farelo de arroz, Mishra et al. (2021) utilizaram 

a concentração de 40g/L de farelo de arroz no meio de cultura para a produção de 

biossurfactantes por Pseudomonas aeruginosa MTCC 424 e obtiveram um rendimento de 

6,24g/L de tensoativos.  

5.3 Caracterização dos biossurfactantes produzidos pelos isolados selecionadas de 

Starmerella 

5.3.1. Teste do ágar azul utilizando CTAB e azul de metileno 

 

O ensaio de placa de ágar com brometo de cetiltrimetilamônio (CTAB) e azul de 

metileno é empregado para determinar a presença de surfactantes aniônicos extracelulares. 

Nesse teste, o tensoativo catiônico (CTAB) reage com o glicolípidio (biossurfactante 

aniônico).  

A formação de zonas com um halo azul escuro ao redor dos poços é considerada um 

resultado positivo para a produção de biossurfactantes do tipo glicolipídios (SHATILA et al. 

2021). As leveduras TMY12.2, TOC03_80.2, UFMG-CM-Y6044 e UFMG-CM-Y6045 

obtiveram resultados positivos nesse teste por apresentarem halo azul, como mostra a  Figura 

19, confirmando a produção de biossurfactantes do tipo soforolipídios.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Teste do ágar azul utilizando CTAB e azul de metileno para determinação da produção de 

glicolipídios extracelulares pelos isolados (A) Starmerella sp. 7 TMY12.2, (B) Starmerella sp. 2 

TOC03_80.2, (C) Starmerella sp. 6 UFMG-CM-Y6044 e (D) Starmerella sp. 6 UFMG-CM-Y6045. 

As setas indicam o halo azul escuro, confirmando a positividade no teste. 
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5.3.2. Extração e quantificação dos soforolipídios produzidos 

 

A extração dos soforolipídios produzidos foi realizada inicialmente com a adição de HCl nas 

amostras, a fim de ocorrer hidrólise ácida e precipitação do biossurfactante. O precipitado 

obtido foi suspenso duas vezes em volumes iguais de acetato de etila, sendo esse solvente 

concentrado posteriormente por evaporação rotativa à vácuo. Depois da concentração, os 

soforolipídios foram quantificados por gravimetria e expressos em g/L (CHAVES et al., 

2021). Na Figura 20 estão representados os valores obtidos para os isolados TMY12.2, 

TOC03_80.2, UFMG-CM-Y6044 e UFMG-CM-Y6045 com as concentrações de 

soforolipídios de 27,26±0,67g/L, 21,42±0,84g/L, 14,93±0,94g/L e 4,59±0,64g/L, 

respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Determinação da concentração de soforolipídios após 96h de fermentação em um meio 

contendo: 50g/L de glicose, 50g/L de glicerol e 40g/L de farelo de arroz. Legenda: (A) Starmerella sp. 

7 TMY12.2, (B) Starmerella sp. 2 TOC03_80.2, (C) Starmerella sp. 6 UFMG-CM-Y6044 e (D) 

Starmerella sp. 6 UFMG-CM-Y6045. 

Dentre os quatro isolados testados, Starmerella sp. 7 TMY12.2 foi a que mais se 

destacou na fermentação com o meio de cultivo contendo 50g/L de glicose, 50g/L de glicerol 

e 40g/L de farelo de arroz. Essa levedura obteve a maior produção de soforolipídios 

(27,26±0,67g/L), acompanhado de um alto valor de índice de emulsificação E24 

(62,39±0,74%), maior concentração celular (38,37±0,42g/L) e consumo de glicerol de 46,96 ± 

1,3% (Tabela 7). Starmerella sp. 2 TOC03_80.2 também apresentou bons resultados, com a 

produção de 21,42±0,84g/L de soforolipídios, estabilidade no índice de emulsificação após 
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24h e 48h (62,36±1,24% e 60,16±1,17%, respectivamente) e alta concentração celular 

(35,58±0,70g/L). Como já discutido, o teste do índice de emulsificação E24 se correlaciona 

com a concentração de surfactante presente no meio. Dessa forma, quanto maior a 

concentração de soforolipídios, maior será a tendência de apresentar um alto valor de índice 

de emulsificação. Tal fato confirma a relação dos resultados obtidos para a concentração de 

soforolipídios representados na Firgura 20 e da determinação do índice de emulsificação 

ilustrados na Figura 17.  

A espécie S. bombicola é conhecida na literatura por produzir altas concentrações de 

soforolipídios (DE CLERQ et al., 2021). Vedaraman et al. (2010) relataram que produção 

mais alta de soforolipídios por S. bombicola MTCC 1910 ocorreu no período de crescimento 

exponencial tardio, ou seja, no 3º e 4º dia de fermentação. Nesse mesmo estudo, substrato foi 

maior que o utilizado no presente trabalho (100g/L de glicose, 100g/L de óleo de girassol, 

4g/L de extrato de levedura e 0,6g/L de uréia), obtendo-se 38,6 g/L de soforolipídios. Daverey 

et al. (2010) mostraram uma produção de soforolipídios de 23,3 g /L por S. bombicola com 

soro desproteinizado (90 g L−1), glicose (10 g L−1), extrato de levedura (2 g L−1) e ácido 

oleico (100 g L−1). Wadekar et al. (2012) obtiveram 6,6±0,25g/L de soforolipídios 

produzidos por S. bombicola ATCC 22214  a partir de um meio de cultivo contendo (g/L): 

150 glicerol, 100 óleo de girassol, 4 extrato de levedura, 1 uréia, 0,1 NaCl, 5 MgSO4 · 7H2O; 

1 KH2PO4 e 0,1 FeCl3 · 6H2O. Diante do que foi discutido, o método para a extração de 

soforolipídios adotado no presente trabalho com o meio de cultivo (50g/L de glicose, 50g/L 

de glicerol e 40g/L de farelo de arroz) se mostrou eficiente, uma vez que a concentração final 

de biossurfactantes foi satisfatória se comparada com os resultados encontrados na literatura.  

Tendo em vista o que foi discutido até a presente etapa deste trabalho, foram 

selecionadas para a próxima etapa de avaliação da estabilidade apenas as leveduras TMY12.2 

e TOC03_80.2, uma vez que somente essas duas linhagens apresentaram índices de 

emulsificação E24 acima de 50% dentre as quatro leveduras analisadas. Além disso, a escolha 

dessas duas linhagens também foi influenciada pelas altas concentrações de soforolipídios 

(Figura 20) e maior valor de biomassa celular (Figura 18). 
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5.3.3. Estabilidade das emulsões em diferentes condições de pH, temperatura e 

salinidade 

5.3.3.1. Avaliação da influência do pH 

 

A estabilidade dos soforolipídios em pH extremos é crucial para seu uso eficaz na 

indústria (SHAH et al. 2017). Além disso, o pH é conhecido por ser um dos fatores 

ambientais mais importantes que influenciam no desempenho de qualquer biossurfactante, 

pois altera a carga líquida na molécula de surfactante e, portanto, sua orientação na interface 

(JOSHI-NAVARE et al., 2013). Por esse motivo, o presente trabalho avaliou a influência do 

pH nos soforolipídios produzidos pelas leveduras TMY12.2 e TOC03_80.2 ao final das 96h 

de fermentação com o meio de cultivo: 50g/L de glicose, 50g/L de glicerol e 40g/L de farelo 

de arroz (Figura 21). 

Nos testes envolvendo a levedura TMY12.2, o índice de emulsificação permaneceu 

acima de 50% no pH 6,0 (61±0,67%) e no pH 10,0 (58,04±1,36%), indicando estabilidade do 

produto frente a esses valores de pH. Já nos valores de pH mais extremos (2,0 e 12,0), os 

valores (31,83±1,41% e 30,44±1,66%, respectivamente) foram aproximadamente 48% 

menores do que os valores encontrados para o pH 6,0,  mostrando que existe uma certa 

instabilidade do produto nesses valores extremos de pH. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Avaliação da inflência da variação de pH (2,0; 6,0; 10,0; 12,0) na estabilidade do índice de 

emulsificação E24 a partir do meio de cultivo contendo 50g/L de glicose, 50g/L de glicerol e 40g/L de 

farelo de arroz.  Legenda: (A) Starmerella sp. 7 TMY12.2 e (B) Starmerella sp. 2 TOC03_80.2. 

 

 Com relação à Starmerella sp. 2 TOC03_80.2, o índice de emulsifição também 

permaneceu acima de 50% nos valores de pH 6,0 e 10,0 (60,63±1,66% e 52,73±2,48%, 
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respectivamente),  indicando estabilidade do biossurfactante nessas condições. No valor 

extremo de pH 2,0, o índice de emulsificação foi 41,69±0,44%, sendo esse valor 32% menor 

que o valor encontrado para o pH 6,0 para esta levedura. As condições alcalinas de pH 12,0 

resultaram em um índice de emulsificação (23,61±1,87%), 62% menor do que o valor 

encontrado para o pH 6,0, sendo possível concluir que as condições extremas de pH (2,0 e 

12,0) influenciaram negativamente na estabilidade do soforolipídio produzido por essa 

levedura.  

Os resultados encontrados no presente trabalho são similares aos da literatura. 

Chandran et al. (2012) utilizaram óleo diesel no teste do índice de emulsificação com Candida 

tropicalis. Os autores mostraram que foram produzidos soforolipídios estáveis apenas em na 

faixa de pH de 2,0 a 10,0. Dessa forma, pode-se concluir que os soforolipídios produzidos no 

presente trabalho podem manter a atividade diante de uma faixa de pH de 6,0 a 10,0, podendo 

ter aplicações biotecnologicas er em condições ambientais ligeiramente ácidas e alcalinas.

  

 

5.3.3.2. Avaliação da influência da temperatura 

 

No presente trabalho foi avaliada a estabilidade dos soforolipídios produzidos em 

diferentes temperaturas. Sabe-se que temperatura pode afetar a estabilidade das emulsões de 

forma significativa, uma vez que pode alterar as propriedades físicas do óleo, da água e a 

solubilidade dos tensoativos nas fases oleosa e aquosa (KOKAL et al., 2002). Os resultados 

encontrados para a leveduras TMY12.2 e TOC03_80.2 nas temperaturas de 0ºC, 25ºC, 40ºC e 

80ºC estão representados na Figura 22. Para o isolado TMY12.2 foram encontrados altos 

índices de emulsificação (acima de 50%) nas temperaturas de 0ºC, 25ºC e 40ºC, com os 

valores de 59,25±2,34%, 60,84±0,4% e 60,6±1,06%, respectivamente. Já na temperatura de 

80ºC o índice de emulsificação apresentou um valor de 42,02±1,6%, sugerindo que uma 

temperatura maior causa instabilidade da emulsão. Para a levedura TOC03_80.2 os resultados 

foram similares, com os valores do índice de emulsificação de 58,95±0,76%, 60,63±1,66%, 

51,55±1,57% e 22,91±1,22% para as temperaturas 0ºC, 25ºC, 40ºC e 80ºC, respectivamente. 

A razão pela qual os resultados na temperatura de 80ºC tiveram menores índices pode ser 

explicada por um estudo realizado por Kokal et al. (2002), que mostraram que a medida que a 

temperatura aumenta, a energia térmica do sistema também aumenta, causando maior colisão 

entre as gotículas e desestabilizando as emulsões.  
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Figura 22. Avaliação da inflência da temperatura na estabilidade do índice de emulsificação E24 a 

partir do meio de cultivo contendo 50g/L de glicose, 50g/L de glicerol e 40g/L de farelo de arroz.    

Legenda: (A) Starmerella sp. 7 TMY12.2 e (B) Starmerella sp. 2 TOC03_80.2. 

 

5.3.3.3. Avaliação da influência da concentração de NaCl 

 

O efeito da concentração de NaCl (M/v) na estabilidade das emulsões formadas pelas 

leveduras TMY12.2 e TOC03_80.2 foi avaliado no presente trabalho e está representado na 

Figura 23. Tanto para a levedura TMY12.2 quanto para a TOC03_80.2, as concentrações de 

2% de sal não afetaram negativamente as emulsões formadas, com valores de 59,63±1,89% e 

60,05±1,24%, respectivamente. Para a concentração salina de 6%, o isolado TMY12.2 

manteve um valor alto da emulsão (49,97±1,57%) enquanto para a TOC03_80.2 o valor foi 

bem menor (18,82±1,02%). Já a concentração de 10% foi a mais crítica para ambas, com 

valores do índice de emulsificação de 36,56±1,02% para TMY12.2 e 17,19±1,39% para 

TOC03_80.2. Isso pode ser explicado pelo fato de que as leveduras do gênero Starmerella 

utilizadas no teste foram isoladas a partir de mel de abelhas Tubuna e flores de ipê roxo, 

ambientes em que as concentrações de sal não são tão altas.  
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Figura 23. Avaliação da concentração de NaCl (2%, 6% e 10%) na estabilidade do índice de 

emulsificação E24 a partir do meio de cultivo contendo 50g/L de glicose, 50g/L de glicerol e 40g/L de 

farelo de arroz.  Legenda: (A) Starmerella sp. 7 TMY12.2 e (B) Starmerella sp. 2 TOC03_80.2. 

 

Embora a concentração de 10% tenha sido crítica, os valores obtidos nas 

concentrações de 2 e 6% permitem uma série de aplicações na indústria e em processos de 

biorremediação marinha. Na literatura, um resultado similar foi relatado por Lukondeh et al. 

(2003), que encontraram emulsões estáveis produzidas pela levedura Kluyveromyces 

marxianus em um meio contendo de 2 a 5%  de NaCl. Porém, apesar de terem encontrado 

emulsões estáveis, nesse mesmo estudo foi relatado que à medida que a concentração de sal 

aumentou, a altura das emulsões diminuiu. 
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6 CONCLUSÕES 

 

As espécies Starmerella sp. 7 TMY12.2, Starmerella sp. 2 TOC03_80.2, Starmerella 

sp. 6 UFMG-CM-Y6044 e Starmerella sp. 6 UFMG-CM-Y6045 se destacaram na seleção 

inicial, sendo capazes de produzir soforolipídios em um meio de cultivo contendo 80g/L de 

glicose, 40g/L de glicerol e 1g/L de extrato de levedura, além de formar emulsões estáveis 

após 24h e 48h, com índices de emulsificação acima de 50%. Sendo assim, essas leveduras 

podem ser consideradas boas produtoras de biossurfactantes a partir do meio de cultivo 

utilizado.  

Apesar das amostras analisadas no presente trabalho terem apresentado uma redução 

parcial da tensão superficial, essa característica não está relacionada com a formação de 

emulsões, uma vez que biossurfactantes com altas características emulsionantes nem sempre 

reduzem drasticamente a tensão superficial do meio. 

As fontes de carbono e nitrogênio de baixo custo testadas no presente trabalho foram 

eficazes para a produção de biossurfactantes por Starmerella sp. 7 TMY12.2 e Starmerella sp. 

2 TOC03_80.2, atingindo índices de emulsificação acima de 60% para ambas. A partir dos 

testes para avaliar a estabilidade das emulsões formadas frente às diversas condições de pH, 

temperatura e salinidade foi possível concluir que Starmerella sp. 7 TMY12.2 e Starmerella 

sp. 2 TOC03_80.2 apresentaram emulsões estáveis nos valores de pH entre 6-10 e nas 

temperaturas 0ºC, 25ºC e 40ºC. Com relação à salinidade, Starmerella sp. 7 TMY12.2 obteve 

emulsões estáveis nas concentrações de 2% e 6% de NaCl e Starmerella sp.  2 TOC03_80.2 

na concentração de 2%. Assim, conclui-se que estas espécies são promissoras para aplicações 

futuras envolvendo biossurfactantes. 
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