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ARAUJO, Jéssica Mayara Mendes. Bioprospecção de leveduras com potencial 
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Biotecnologia da Amazônia Legal - BIONORTE) - 2023. 147f. Tese (Doutorado em 

Biodiversidade e Biotecnologia) – Universidade Federal do Maranhão, São Luís, 2023. 

 

RESUMO  

 

Os compostos ativos de superfícies (CAS) de origem microbiana, com propriedades 

biossurfactante e bioemulsificante, tornaram-se um grupo ativo de biomoléculas com uso 

potencial em uma variedade de aplicações industriais e biotecnológicas. Nesse sentido, o 

presente estudo teve como objetivo isolar a partir de frutos leveduras com potencial para 

produção de CAS de origem biológica. O ensaios foram realizados utilizando leveduras em 

cultivo submerso em incubador rotatório. Foi analisada a influência dos fatores de temperatura, 

pH e concentração de sais. Buscou-se o melhor resultado acompanhando a produção através do 

consumo de substrato, redução da tensão superficial (método do anel) e atividade de 

emulsificação (E24). O CAS, foi selecionado e caracterizado por cromatografia gasosa. A 

cinética de crescimento e produção do CAS foi analisada, além disso foi avaliada a atividade 

antimicrobiana, antibiofilme e citotoxicidade do CAS. Os resultados obtidos, demonstraram 

que as produtoras de CAS foram identificadas como Candida krusei (n=6) e Candida 

metapsilosis (n=7). A Candida krusei M4CK isolada do fruto Byrsonima crassifólia 

popularmente conhecido como murici, foi mais eficiente na produção de CAS. O composto 

apresentou uma redução da tensão superficial de 72 mN/m -1 para 44 mN/m -1 e foi caracterizado 

como bioemulsificante (BE4CK). Verificou-se uma E24 igual ou maior a 50% em todas as fontes 

de carbono como óleo de oliva, girassol e pós fritura, e hidrocarboneto como querosene, hexano 

e hexadecano. O BE4CK apresentou em sua composição o ácido 9-octadecenóico como ácido 

graxo majoritário e os monossacarídeos foram manose e glicose. A E24 estava relacionada a 

fase de crescimento. A estabilidade das emulsões foi mantida em uma ampla faixa de 

temperaturas, pH e salinidade. O BE4CK (25 mg/mL) não apresentou atividade antimicrobiana 

para Escherichia coli ATCC 25922, Enterococcus faecalis ATCC 35218, Pseudomonas 

aeruginosa ATCC 27853 e Staphylococcus aureus ATCC 25923. O composto BE4CK 

apresentou, em todas as concentrações (25 mg/mL a 1,56 mg/mL), atividade inibitória 

significativa na formação de biofilme por S. aureus ATCC 25923, E. coli ATCC 25922 e P. 

aeruginosa ATCC 27853.  Além disso, o tratamento com BE4CK demonstrou uma erradicação 

significativa para biofilmes pré-formados por S. aureus ATCC 25923. O composto BE4CK não 

apresentou toxicidade em células VERO e larvas de Tenebrio molitor. A emulsão OMBECK, 

resultante da combinação entre bioemulsificante BE4CK e óleo essencial de Melaleuca, 

inibiram o crescimento de E. coli ATCC 25922, E. faecalis ATCC 35218 e S. aureus ATCC 

25923. Essa emulsão também foi capaz de reduzir e erradicar a formação de biofilme em 

superfície de poliestireno e poliuretano de dispositivo médicos. Diante dos resultados, verifica-

se que o bioemulsificante BE4CK pode representar uma nova fonte de agentes antimicrobianos 

e antibiofilme para desenvolvimento biotecnológico.  

 

Palavras-chave: Levedura; Candida krusei; Frutos; Biossurfactante; Bioemulsificante; Óleo 

essencial de Melaleuca. 



 

 

ARAUJO, Jéssica Mayara Mendes. Bioprospecting of yeasts with biotechnological potential 

for the production of surface active compounds Thesis (Biodiversity and Biotechnology of 

the Legal Amazon - BIONORTE) – 2023, 147f. Federal University of Maranhão, São Luís, 

Maranhão, 2023. 

 

ABSTRAT 

 

Surface active compounds (CAS) of microbial origin, with biosurfactant and bioemulsifying 

properties, have become an active group of biomolecules with potential use in a variety of 

industrial and biotechnological applications. In this sense, the present study aimed to isolate 

from fermented fruits with potential for the production of CAS of biological origin. The tests 

were carried out using yeasts in submerged cultivation in a rotating incubator. The influence of 

temperature, pH and salt concentration factors was proven. The best result was sought by 

monitoring production through substrate consumption, reduction of surface tension (ring 

method) and emulsification activity (E24). The CAS was selected and characterized by gas 

chromatography. The growth and production kinetics of CAS were proven, in addition, the 

antimicrobial, antibiofilm and cytotoxicity activity of CAS was evaluated. The results obtained 

found that the CAS products were identified as Candida krusei (n=6) and Candida metapsilosis 

(n=7). Candida krusei M4CK isolated from the Byrsonima crassifolia fruit, popularly known 

as murici, was more efficient in the production of CAS. The compound showed a reduction in 

surface tension from 72 mN/m-1 to 44 mN/m-1 and was characterized as a bioemulsifier 

(BE4CK). An E24 equal to or greater than 50% was found in all carbon sources such as olive, 

sunflower and post-frying oils, and hydrocarbons such as kerosene, hexane and hexadecane. 

BE4CK had 9-octadecenoic acid as the main fatty acid and the monosaccharides were mannose 

and glucose. E24 was related to the growth phase. The stability of the emulsions was maintained 

over a wide range of temperatures, pH and salinity. BE4CK (25 mg/mL) did not show 

antimicrobial activity against Escherichia coli ATCC 25922, Enterococcus faecalis ATCC 

35218, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 and Staphylococcus aureus ATCC 25923. The 

compound BE4CK showed, at all concentrations (25 mg/mL to 1.56 mg/mL), significant 

inhibitory activity on biofilm formation by S. aureus ATCC 25923, E. coli ATCC 25922 and 

P. aeruginosa ATCC 27853. In addition Furthermore, treatment with BE4CK demonstrated 

significant eradication for pre-formed biofilms by S. aureus ATCC 25923. The BE4CK 

compound showed no toxicity in VERO cells and Tenebrio molitor larvae. The OMBECK 

emulsion, resulting from the combination of BE4CK bioemulsifier and Melaleuca essential oil, 

inhibited the growth of E. coli ATCC 25922, E. faecalis ATCC 35218 and S. aureus ATCC 

25923. This combination was also able to reduce and eradicate the formation of biofilm on 

polystyrene and polyurethane surfaces of medical devices. Given the results, it appears that the 

BE4CK bioemulsifier can represent a new source of antimicrobial and antibiofilm agents for 

biotechnological development. 

 

Keywords: Yeast; Candida krusei; Fruits; Biosurfactant; Bioemulsifier; Melaleuca essential 

oil. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

Os micro-organismos são capazes de produzir diversos compostos ativos de superfícies 

(CAS), constituídos por porções hidrofílicas e hidrofóbicas. Estas características estruturais 

permitem-lhes a capacidade de interagir com superfícies e tensões interfaciais, formar micelas 

e emulsionar substâncias imiscíveis (Ahmadi-Ashtiani et al., 2020; Phulpoto et al., 2020).  

Por apresentarem propriedades de interferir e modificar superfícies, os biossurfactantes 

(BS) e bioemulsificantes (BE) são denominados de CAS (Adetunji et al., 2021). Embora essas 

biomoléculas sejam anfifílicas e produzidas por diferentes espécies de micro-organismos, 

apresentam diferenças entre si, principalmente com base em suas propriedades físico-químicas 

e papéis fisiológicos. A diferença existente na composição química dessas moléculas contribui 

para o desempenho de funções específicas na natureza e aplicações biotecnológicas (Uzoigwe 

et al., 2015). 

Nos últimos anos, a produção de CAS tem atraído a atenção devido às suas diversas 

aplicabilidades, tais como capacidade de desempenhar um importante papel na solubilidade de 

compostos insolúveis em água, na ligação de metais pesados, dessorção de contaminantes, na 

patogenia bacteriana, na adesão e agregação celular (Ceresa et al., 2019; Md. Badrul et al., 

2019; Durval et al., 2020; Yamasaki et al., 2020; Sun et al., 2021). Além dessas características, 

os CAS apresentam várias vantagens sobre os surfactantes sintéticos, por exemplo, baixa 

toxicidade, menor Concentração Micelar Crítica (CMC), maior biodegradabilidade e 

aceitabilidade ecológica (Sharma et al., 2018). 

Essas moléculas são capazes de exibirem atividades antibacterianas, antifúngicas, 

antivirais e antitumorais (Yuan et al., 2018; Ceresa et al., 2019; Gaur et al., 2019; Kim et al., 

2021; Guillén-Navarro et al., 2023). As propriedades de atividades antiadesivas e antibiofilme 

também são características importantes, uma vez que podem inibir a adesão e a colonização por 

micro-organismos patogênicos, bem como para remover biofilmes pré-formados na borracha 

de silicone e outros instrumentos biomédicos (Ceresa et al., 2020). 

Por conseguinte, os CAS têm atraído interesse significativo na elaboração de emulsões 

e nanoemulsões, considerando diversas características físicas e químicas (Huang et al., 2021). 

Esses agentes emulsificantes evitam a coalescência das gotículas, diminuindo a tensão 

interfacial, assim podem ser usados para reduzir a volatilidade, aumentar a estabilidade, 

aumentar a bioatividade e prolongar a vida útil de óleos essenciais para diferentes aplicações, 

como alimentos, cosméticos e preparação de formulações farmacêuticas (Huang et al., 2021). 
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As emulsões óleo-em-água são sistemas de entrega eficientes para compostos oleosos, como 

óleos essenciais, dispersando a fase lipídica como uma dispersão coloidal (Atakpa et al., 2022).  

Outro fator relevante em relação aos CAS é a sua produção por uma variedade de micro-

organismos, incluindo bactérias, leveduras e fungos filamentosos (Parthipan et al., 2018; Senna 

et al., 2018; Yalçin et al., 2018). As leveduras têm sido constantemente utilizadas como agentes 

fermentadores de CAS, por apresentarem status geralmente considerado seguro (GRAS). 

Organismos pertencentes a essa classe não oferecem riscos de toxicidade ou patogenicidade, o 

que permite suas aplicações nas indústrias farmacêuticas e alimentícias sem restrições (Santos 

et al., 2016; Yalçin et al., 2018). 

No cenário atual, as leveduras têm sido consideradas como as moléculas do futuro, por 

apresentarem um status GRAS e sintetizarem CAS que atuam tanto no campo da 

biorremediação quanto no biológico. Diversos estudos têm demonstrado que os compostos 

tensoativos produzidos por esses micro-organismos apresentam potenciais aplicações 

biomédicas, uma vez que exibem atividades antibiofilme, antibacteriana, anticancerígena, 

larvicida e imunomoduladora (Franco et al., 2017; Haque et al., 2017; Li et al., 2017). 

Diante desses potenciais, é importante que se tenha isolados microbianos com grande 

potencial de produção desses compostos. Anteriormente, foi demonstrado que leveduras 

isoladas de ambientes podem produzir emulsificantes que apresentam grande estabilidade de 

emulsões (Monteiro et al., 2010).  

Considerando a aplicabilidade fúngica em biotecnologia, torna-se necessário estudar a 

diversidade de leveduras associadas a frutas e o estudo de suas moléculas com potencial para 

atender diversas áreas de aplicações, principalmente, as biomédicas e farmacológicas.  A 

hipótese deste estudo situa-se no fato de que as leveduras, isoladas de frutos, podem ser um 

micro-organismo eficiente para a produção de compostos ativos de superfície com potencial 

biotecnológico. Caso a hipótese esteja correta, a utilização deste micro-organismo na produção 

de CAS contribuirá para a produção de novos bioprodutos com propriedades biotecnológicas e 

biológicas, além de acarretar uma redução considerável no custo de produção de 

biossurfactantes e bioemulsificantes. 

Neste contexto, o presente estudo tem o objetivo de avaliar os bioprocessos envolvidos 

na produção de CAS considerando toda a cadeia de inovação, desde fontes de isolamento e 

testes de seleção de micro-organismos, parâmetros de cultivo, otimização de processos através 

de ferramentas estatísticas e além de seu potencial para a formulação de produtos comerciais. 

Sob essa perspectiva, pretendeu-se descobrir com eficiência novas substâncias e dessas 

desenvolver novos bioprodutos, agregando dessa forma valor à biodiversidade.  
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1.1 OBJETIVO GERAL  

 

Isolar e selecionar leveduras isoladas de frutos com potencial de produção CAS 

tecnologicamente aplicáveis, considerando suas propriedades físicas, químicas e biológicas. 

 

1.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

  

• Identificar leveduras produtoras de CAS presente nos frutos Anacardium occidentale, 

Byrsonima crassifolia, Citrus reticulata e Platonia insignis; 

• Selecionar a levedura que produz CAS com maior capacidade emulsificante; 

• Caracterizar a composição bioquímica e classificar os CAS como bioemulsificante e/ou 

biossurfactante; 

• Descrever o perfil de ácidos graxos dos CAS produzidos;  

• Relacionar o crescimento de leveduras com a atividade emulsificante; 

• Caracterizar o CAS com relação estabilidade à diferentes PH, concentrações de sais e a 

altas temperaturas;  

• Verificar a formação de emulsão do CAS com óleo essencial de Melaleuca; 

• Avaliar a atividade antimicrobiana do CAS e de sua combinação com óleo essencial de 

Melaleuca frente a células planctônicas e sésseis de bactérias; 

• Avaliar a toxicidade dos CAS em células VERO e larvas de Tenebrio molitor. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Surfactantes 

 

Surfactantes são moléculas anfifílicas que contêm uma cauda, que é insolúvel em água, 

apresentando grupos hidrofóbicos e uma cabeça hidrossolúvel com grupos hidrofílicos. Essas 

moléculas, ao serem produzidas por meios químicos, são conhecidas como surfactantes 

sintéticos (Aguirre-Ramírez et al., 2021). As propriedades anfifílicas desses compostos 

conferem solubilidade em solventes polares e apolares, resultando em propriedades 

tensoativas. Os surfactantes são geralmente classificados de acordo com sua carga iônica da 

cabeça polar, podendo ser dos tipos não iônicos, aniônicos, catiônicos ou zwitteriônicos 

(anfóteros) (Schinkel et al., 2022).  

 A porção hidrofílica dessas moléculas contém átomos de oxigênio, enxofre, nitrogênio 

e fósforo, que aparecem em diversos grupos funcionais como álcool, tiol, éter, éster, ácido, 

sulfato, sulfonato, fosfato, amina, amida, etc., enquanto a parte hidrofóbica é tipicamente uma 

parafina, cicloparafina ou hidrocarboneto aromático, que pode conter halogênios. Em virtude 

da bipolaridade, as moléculas anfifílicas não são estáveis em solventes polares ou 

orgânicos. Para atender a ambos os tipos de afinidades, a porção hidrofílica deve estar rodeada 

por um solvente polar, enquanto a porção hidrofóbica deve estar em contato com um solvente 

orgânico. Tais condições existem apenas entre duas fases imiscíveis (Khan et al., 2015).  

Essas características são determinantes para o aparecimento e estabilidade de emulsões 

ou espumas, onde os tensoativos são capazes de reduzir a tensão superficial. Tal capacidade 

permite a mistura de moléculas hidrofílicas com hidrofóbicas, através da formação de estruturas 

denominadas micelas que permitem a associação de ambos os tipos de moléculas em uma única 

fase (Poša et al., 2019). Essas micelas correspondem a um agregado de surfactantes, que se 

forma a partir de uma determinada concentração, denominada de concentração micelar crítica 

(CMC), que constitui uma propriedade intrínseca e característica do surfactante a uma dada 

temperatura e concentração eletrolítica (Al-Soufi; Novo, 2021). 

Em virtude dessas características, os surfactantes são usados em uma ampla gama de 

aplicações industriais. Na agricultura, os agentes fitossanitários são aplicados na forma de 

nanoemulsão emulsificante espontânea empregada com concentrações de surfactantes para 

atividade inseticida (Zeng et al., 2019; Feng et al., 2020).  Há tempo são utilizados nas 

indústrias cosmética e alimentícia, bem como na área médica, como soluções de limpeza e/ou 

bactericidas (Adu et al., 2020).  
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Ademais, nos processos de mineração, eles desempenham um papel importante na 

remediação de ferro, zinco e urânio (Slizovskiy et al., 2011; Mao et al., 2015). Na indústria 

petrolífera, têm sido utilizados para auxiliar problemas causados pelas operações de perfuração 

até o acondicionamento dos produtos acabados; visto que o petróleo bruto extraído chega à 

superfície na forma de uma emulsão água em óleo, o que torna essencial a remoção ou separação 

do teor de água (Marquez et al., 2019). 

Os tensoativos químicos são derivados de componentes não biodegradáveis e, em alguns 

casos, podem causar sérios problemas ao meio ambiente. Surfactantes em águas residuais são 

difíceis de remover devido às suas propriedades moleculares, de modo que um teor residual de 

surfactante permanece após o tratamento e é descartado. Assim, tendem a aumentar a 

disseminação de outros poluentes, como metais pesados, que causam problemas adicionais ao 

ecossistema (Johnson et al., 2021). 

Esses materiais destroem populações microbianas aquáticas, danificam peixes e outras 

formas de vida aquática e reduzem a eficiência de conversão de energia fotoquímica das plantas. 

Além disso, a exposição prolongada de bactérias do ambiente a surfactantes, também pode levar 

à resistência bacteriana de forma semelhante à observada para antibióticos (Johnson et al., 

2021). 

A produção global de surfactantes foi relatada em 7 milhões de toneladas por ano há 20 

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

um crescimento previsto de 18% até 2022. Em 2019, o tamanho do mercado de surfactantes era 

de 39.901 milhões de dólares em todo o mundo e deve crescer para 52.417 milhões de dólares 

até 2025 (Johnson et al., 2021). No entanto, esse aumento crescente de tais agentes tensoativos 

sintéticos é preocupante, visto que são geralmente tóxicos, difíceis de serem decompostos e 

causam impactos ambientais. 

Nos últimos anos, tais problemas têm motivado a comunidade científica a buscar 

surfactantes mais ecologicamente corretos, como os obtidos por meio da produção microbiana, 

conhecidos como biossurfactantes (Guillén-Navarro et al., 2023).  Em virtude da preocupação 

com o meio ambiente por parte dos consumidores e da nova legislação de controle ambiental, 

o desenvolvimento de tensoativos naturais como alternativa aos produtos existentes ganhou 

destaque. 
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2.2 Compostos ativos de superfície de origem biológica 

 

Os microrganismos têm a capacidade de fabricar diversos compostos tensoativos (CAS) 

com componentes hidrofílicos e hidrofóbicos. Essas propriedades estruturais possibilitam a 

interação com as tensões superficiais e interfaciais, a formação de micelas e a emulsificação de 

substâncias (Araujo et al., 2022). 

Assim como mostra a figura 1, os biossurfactantes (BS) e bioemulsificantes (BE) são 

considerados CAS devido à sua capacidade de interferir e modificar superfícies. Por serem 

anfifílicas e produzidas por diferentes micro-organismos, essas biomoléculas possuem 

diferentes propriedades físico-químicas e funções fisiológicas, o que contribui para suas 

funções específicas na natureza e aplicações biotecnológicas. Recentemente, a produção de 

CAS tem recebido ampla atenção devido às suas diversas aplicações, como dissolução de 

compostos insolúveis em água, ligação de metais pesados, dessorção de contaminantes, inibição 

da patogênese bacteriana, adesão e agregação celular. Além disso, os CAS também apresentam 

diversas vantagens sobre os surfactantes sintéticos, como baixa toxicidade, menor concentração 

micelar crítica (CMC), maior biodegradabilidade e aceitabilidade ecológica (Araujo et al., 

2022). 

 

Figura 1-Diferentes propriedades de compostos ativos de superfícies de 

origem microbiana. 

 

A) Atividade de tensão superficial. B) Formação de micelas. C) Atividade de 

emulsificação. D) Atividade antimicrobiana. Fonte: de autoria própria. 
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2.2.1 Biossurfactantes 

 

Biossurfactantes (BS) são compostos microbianos de baixo peso molecular sintetizados 

extracelularmente ou estão ligados à membrana celular de vários micro-organismos, como 

bactérias, leveduras e fungos filamentosos (Zdarta et al., 2019; Silva et al., 2021; Lin et al., 

2022). Eles podem ser produzidos sob condições ambientais versáteis e extremas, sua 

composição química depende do micro-organismo produtor, das matérias-primas e condições 

do processo (Md. Badrul et al., 2019). 

Os BS são moléculas anfifílicas com uma porção hidrofóbica que apresenta uma cadeia 

de hidrocarbonetos contendo álcoois graxos saturados ou insaturados e hidroxilados ou ácido 

graxo, e outra porção hidrofílica que é constituída por grupos hidroxila, fosfato ou carboxila, 

ou por carboidratos (como mono-, oligo- ou polissacarídeos) ou frações peptídicas (Uzoigwe et 

al., 2015; Nayarisseri et al., 2019). Independentemente de suas contrapartes químicas, os 

biossurfactantes são geralmente classificados com base no peso molecular, concentração 

micelar crítica (CMC), micro-organismo produzido e seu modo de ação (Lin et al., 2022). 

Esses compostos constituem um grupo produzido biologicamente que apresenta em sua 

estrutura diversas moléculas anfipáticas, capazes de se agrupar na interface entre duas fases 

com graus de polaridade diferentes entre si. Essas interfaces podem ser líquidas/líquidas (óleo-

água), líquido/gás (água-ar) ou sólido/líquido (metal-água). A natureza anfipática dos BS os 

torna proficientes na formação de microemulsões, reduzindo a tensão interfacial entre duas 

fases e, portanto, aumenta a solubilidade de uma fase em outra (Khanna et al., 2023). 

CAS de baixo peso molecular são reconhecidos pela excelente atividade superficial, 

redução da tensão superficial e interfacial entre as diferentes fases, baixa CMC e estabilização 

de emulsões (Eras-Muñoz et al., 2022). Conforme a sua natureza bioquímica, classificam-se 

como glicolipídeos, lipopeptídeos, lipoproteínas ou ácidos graxos e polímeros de fosfolipídios. 

Os glicolipídeos e lipopeptídeos são os BS mais frequentemente produzidos (Sharma et al., 

2022; Khanna et al., 2023). 

Os glicolipídeos (GL) consistem em mono ou oligossacarídeos e uma porção lipídica, 

em que diferentes açúcares (glicose, manose, galactose, ácido glucurônico ou ramnose) estão 

ligados a ácidos graxos saturados ou insaturados, ácidos graxos hidroxilados ou álcoois 

graxos. Desse grupo, os mais bem explorados são soforolipídeos, manosileritritol-lipídeos, 

trealolipídeos e ramnolipídeos (Takur et al., 2021). Geralmente são produzidos por Starmerella 

bombicola (Qazi et al., 2022), Pseudozyma spp (Cereza et al., 2020; Saika et al., 2019), 
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Rhodococcus (Luong et al., 2018) e Pseudomonas sp. (Mahjoubi et al, 2021; Sabarinathan et 

al., 2020), respectivamente. 

Já os lipopeptídeos (LP) são constituídos por ciclopeptídeos com aminoácidos ligados a 

ácidos graxos de diferentes comprimentos de cadeia e os principais BS dessa composição 

química são surfactina, iturina e fengicina (Hu et al., 2019; Habe et al., 2019; Carolin et al., 

2020). Estes BS são produzidos por vários tipos de micro-organismos, principalmente por 

aqueles que fazem parte dos gêneros Bacillus (Denoirjean et al., 2021), Lactobacillus (Singh et 

al., 2021), Streptomyces sp (Zambry et al, 2021), Pseudomonas (Pardi et al., 2022) 

e Serratia (Dos Santos et al., 2021). 

Os produtores de BS habitam diferentes ambientes, tais como a água (doce, subterrânea 

e do mar) e a terra (solo, sedimentos e mangues). Além disso, eles podem ser encontrados em 

ambientes extremos (reservatórios de petróleo) e crescer em diferentes variações de 

temperaturas, valores de pH e salinidade (Chirwa e Bezza, 2015; Elkhawaga, 2018; Elakkiya 

et al., 2020).  

Os micro-organismos produtores de biossurfactantes são geralmente heterótrofos, uma 

vez que precisam de fontes de carbono, nitrogênio, minerais, vitaminas, fatores de crescimento 

e água para crescer e produzir seus metabólitos (Nurfarahin et al., 2018). Constantemente, 

fontes de carbono como carboidratos, óleos e gorduras, e grupos de hidrocarbonetos são 

frequentemente usados na produção de biossurfactantes. Dentre essas fontes, tem-se a glicose, 

que pode ser facilmente metabolizada por micro-organismos através da via da glicólise para a 

geração de energia e é comumente relatada como fator de maior rendimento do produto 

(Elkhawaga, 2018). 

Outro aspecto relevante é a sua natureza anfipática, a qual permite aos BS a capacidade 

de misturar fluidos imiscíveis, reduzir as tensões superficiais e interfaciais, além de causar a 

solubilidade de compostos polares em solventes não polares (Liu et al., 2015). Tais 

características exibem inúmeras propriedades, como espuma, dispersão, umedecimento, 

emulsificação, desemulsificação e revestimento, que os tornam adequados para serem aplicados 

nas tecnologias de remediação físico-química e biológica de contaminantes orgânicos e 

metálicos (Almeida et al., 2016).Diversos biossurfactantes exibem atividades antibacteriana, 

antifúngica, antiviral ou antitumoral, tornando-as alternativas potenciais para agentes 

terapêuticos convencionais em muitas aplicações biomédicas (Abdelli et al., 2020; Ohadi et al., 

2020). 

Apesar de os BS apresentarem uma multifuncionalidade e eficiência na sua 

aplicabilidade em diferentes áreas, sua produção tem sido um desafio. Visto que muitas vezes 
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seu bioprocessamento é ineficiente e a utilização de substratos caros torna a sua produção 

onerosa (Singh, Patil, Rale et al., 2019). Assim, estratégias de otimização econômicas de 

bioprocesso e alto rendimento são essenciais para uma produção de baixo custo e ampla 

comercialização do produto.  

 

2.2.2 Bioemulsificantes  

 

Diferentemente dos BS, os bioemulsificantes (BE) são compostos de alto peso 

molecular que não reduzem necessariamente a tensão superficial ou interfacial; porém, são 

capazes de emulsificar, mesmo em baixas concentrações, dois líquidos imiscíveis (Bhaumik et 

al., 2020). Quimicamente, consistem em misturas complexas de heteropolissacarídeos, 

lipopolissacarídeos, proteínas, glicoproteínas ou lipoproteínas, que lhe garantem melhor 

potencial de emulsificação e capacidade de estabilizar emulsões (Rosenberg e Ron, 1999; 

Uzoigwe et al., 2015; Ortega et al., 2018). 

Os BE são sintetizados por bactérias, leveduras e fungos filamentosos, isolados de solo 

contaminado, mangue, água do mar, água doce e pele humana (Patil et al., 2001; Fan et al., 

2017; Adetunji et al., 2019; Marques et al., 2020). Dentre esses CAS, os mais estudados são 

emulsano, alasan, liposan, manoproteína e outros complexos de proteína polissacarídica 

(Rosenberg, 1986; Mujumdar et al., 2019).  

Embora existam inúmeros relatos sobre a produção de BE e BS por diferentes bactérias, 

o gênero Acinetobacter spp. adquiriu atenção especial entre todos. Isso ocorre porque é o 

primeiro membro conhecido para a produção de bioemulsionante emulsano, biodispersano e 

alasan. Esses compostos são os melhores exemplos de BE comercialmente produzido 

por Acinetobacter spp. Esses BEs são usados principalmente na recuperação microbiana de 

óleo e na biodegradação de compostos tóxicos (Mujumdar et al., 2019). 

Em contraste com os surfactantes sintéticos, essas biomoléculas apresentam muitas 

vantagens, uma vez que são ecologicamente corretos, biocompatíveis, menos tóxicos, com 

maior biodegradabilidade e ativos em temperaturas, pH e salinidade extremos. Além disso, os 

bioemulsificantes podem ser produzidos a partir de substratos renováveis de baixo custo, como 

resíduos industriais, óleos vegetais e hidrocarbonetos (Marques et al., 2020; Adetunji et al., 

2021). 

Grande variedade de fontes de carbono é utilizada na produção de bioemulsificantes, 

como etanol, n-hexadecano, petróleo bruto, glicose, ácido láctico, metilnaftaleno, peptona, n- 

heptadecano, óleo comestível, óleo de azeitona, glicerol e óleo C-pesado (Gudiña et al., 2015). 
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A produção convencional de BE microbiano ainda é onerosa, um dos fatores que mais 

contribuem para o alto custo corresponde à utilização de fontes nutricionais sintéticas. Diante 

disso, tem-se procurado por estratégia promissora para viabilizar economicamente o custo do 

processo, a exemplo da inserção de fontes nutricionais renováveis a partir de resíduos e 

subprodutos agroindustriais. Neste sentido, diversos substratos alternativos de baixo custo, 

como óleo de soja residual de fritura e licor de maceração de milho, são explorados como 

substitutos de fontes sintéticas de carbono e nitrogênio (Marques et al., 2020). 

Apesar de suas vantagens potenciais, alguns obstáculos impedem as aplicações práticas 

de BE, incluindo baixos rendimentos e altos custos de purificação. Para resolver esses 

problemas, muitos pesquisadores têm se esforçado para produzir e explorar bioemulsificantes 

mais eficientes, que podem ser usados em baixas concentrações (Tao et al., 2019). 

Os BE têm a capacidade de formar emulsões e dispersões muito estáveis, além disso, 

permanecem ligados às interfaces das gotículas e podem reemulsionar mesmo pela adição ou 

substituição de solvente novo sem se diluir. Devido a estas vantagens, os bioemulsificantes são 

preferidos aos biossurfactantes para suas aplicações nas indústrias de cosméticos e alimentos 

(Kumari et al., 2023). 

Os bioemulsificantes são mais empregados em biorremediação, recuperação aprimorada 

de óleo, limpeza de tubos contaminados com óleo, entre outros. Além disso, os emulsificantes 

são amplamente utilizados na indústria de alimentos e medicamentos (Fenibo et al., 2019; 

Sharma et al., 2023).  

 

2.2.3 Micro-organismos produtores de compostos ativos de superfície  

 

Ao longo dos anos, tem havido um esforço incessante na busca de micro-organismos 

com potencial para produzir metabólitos secundários com propriedades tensoativas ou 

emulsificantes.  A quantidade de produção de biossurfactante ou bioemulsificante é 

influenciada pelo tipo de micro-organismos e suas fontes. A tabela 1 ilustra uma lista de alguns 

micro-organismos produtores de compostos ativos de superfície. 
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Tabela 1- Micro-organismos produtores de compostos ativos de superfície. 

Micro-organismos Biossurfactante / 

bioemulsificante 

Referência 

Acinetobacter calcoaceticus RAG-1 Emulsan Goldman et al., 1982 

Acinetobacter radioresistens KA53 Alasan Toren et al., 2001 

Acinetobacter junii B6 Surfactina / Fengicina Ohadi et al., 2018 

Acinetobacter junii BD Raminolípideos Dong et al., 2016 

Acinetobacter calcoaceticus A2 Biodispersano Rosenberg et al., 1988 

Bacillus nealsonii cepa S2MT Surfactina Phulpoto et al., 2020 

Bacillus subtilis 3NA Surfactina Klausmann et al.,2021 

Bacillus Tailândiaensis E264 Ramnolipídeos Diaz et al., 2016 

Bacillus velezensis Iturina, surfactina e fengicina Kim et al., 2020 

Candida keroseneae GBME-IAUF-2 Soforolipídeos Ganji et al., 2020 

Candida lipolytica UCP 0988 Rufisan Rufino et al., 2011 

Lactobacillus sp. Surfactina, iturina e liquenisina Nelson et al., 2020 

Pseudomonas aeruginosa SG Ramnolipídeos Zhao et al., 2020 

Pseudomonas fluorescens SBW25 Viscosina Bonnichsen et al., 2015 

Pseudomonas sp. S2WE Ramnolipídeos Phulpoto et al., 2021 

Serratia sp. Cepa ZS6. Serrawettina. Hu et al., 2018 

Yarrowia lipolytica IMUFRJ50682 Yansan Amaral et al., 2006 

Trichosporon mycotoxinivorans CLA2 Complexo lipídico-polissacarídeo Monteiro et al., 2012 
   

 

2.2.3.1 Leveduras produtoras de compostos ativos de superfície 

 

As leveduras, micro-organismos eucarióticos, têm sido utilizadas em diferentes 

indústrias devido a sua diversidade de aplicações, tanto para fermentação quanto para produção 

de metabólitos específicos. As leveduras, sejam ascomicetos ou basidiomicetos, são definidas 

como micro-organismos unicelulares geralmente caracterizados por brotamento ou fissão como 

o principal meio de reprodução assexuada, e com estados sexuais que não são limitados em 

corpos de frutificação (Kurtzman et al., 2011; Shruthi et al., 2022). 

Esses micro-organismos são capazes de produzir diversos compostos que têm sido 

utilizados em nosso cotidiano há mais de décadas. As leveduras, por serem unicelulares, livres 

de endotoxinas e passíveis de manipulações genéticas, merecem atenção especial no 

desenvolvimento de processos biotecnológicos (Jezierska et al., 2018). 

Neste contexto estão inseridos os biossurfactantes produzidos por leveduras, uma vez 

que o critério de vantagem é o baixo risco associado aos produtos obtidos a partir do 

metabolismo de leveduras, ou seja, todas as moléculas são geralmente consideradas seguras 

(GRAS). Este parâmetro é utilizado para identificar substâncias que foram avaliadas como 

ingredientes em produtos e consideradas seguras. A maioria das substâncias que foi classificada 

como GRAS são ingredientes muito comuns, como cloreto de sódio, que incluem substâncias 
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como emulsificantes, surfactantes e agentes umectantes ou aderentes. Além disso, a produção 

de biossurfactantes tem aumentado constantemente. Isso se deve à sua diversidade de atuação, 

natureza biodegradável e produção por fermentação (Campos-Takaki et al., 2010). 

Dentre os principais CAS produzidos por espécies fúngicas, incluem-se os glicolipídeos 

(GL) e os soforolipídeos (SL), sintetizados principalmente por leveduras não patogênicas, por 

exemplo, Candida batistae, C. apícola, Starmerella bombicola, Rhodotorula bogoriensis, 

Wickerhamiella domercqiae e Rhodotorula babjeyae (Liu et al., 2016; Jezierska et al., 2018). 

Biossurfactantes SL produzidos por leveduras oferecem resistência térmica, atividade 

antioxidante e nenhum risco de patogenicidade, ilustrando seu uso promissor em formulações 

de alimentos (Ma et al., 2019). Outro grupo de grande relevância de glicolipídeos são os 

manosileritritol-lípideos, CAS produzidos em grandes quantidades por Pseudozyma 

antarctica, Pseudozyma aphidis, Pseudozyma rugulosa e P. parantarctica (Kitamoto et al., 

2021). 

Bioemulsificantes também são sintetizados por leveduras, tais como Torulopsis 

petrophilum, T. apícola, P. rugulosa, P. aphidis, Kurtzamanomyces sp., Kurtzanimyces sp. I-

11, Debaryomyces polymorphud, Saccharomyces cerevisae, Kluyveromyces marxianus e 

Rhodotirula glutinis (Alizadeh-Sani et al., 2018). 

As características dos CAS serem secretados por leveduras não patogênicas, alto 

rendimento e excelentes propriedades de redução de superfície e atividades biológicas, os 

tornam compostos ativos de superfície alternativos ecologicamente corretos comparados aos 

surfactantes sintéticos (Ma et al., 2019). 

 

2.2.4 Aplicações biotecnológicas de compostos ativos de superfície de origem microbiana 

 

Os CAS possuem diversas propriedades funcionais distintas (Figura 2), incluindo 

emulsificação, umectação, formação de espuma, inibição de corrosão, dispersão, limpeza, 

atividade de superfície. Estas propriedades os tornam um candidato adequado para diversas 

aplicações biotecnológicas, como biorremediação, recuperação de óleo aprimorada; como 

aditivos em produtos de limpeza e formulações para lavanderia, e como agentes estabilizadores 

de emulsões nas indústrias alimentícia, cosmética e farmacêutica (Adetunji et al., 2021). Devido 

às suas qualidades antibacterianas, antiadesivas e inibidoras de enzimas, os CAS têm sido 

empregados nos setores médico e farmacêutico para diversos fins terapêuticos (Kumari et al., 

2023). 
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Figura 2- Tipos de compostos ativos de superfícies de origem microbiana, características 

e aplicações biotecnológicas. 

 

Fonte: de autoria própria. 

 

2.2.4.1 Indústria  

 

 2.2.4.1.1 Petrolífera 

 

O petróleo é um dos mais importantes recursos energéticos e matéria-prima da indústria 

química. O mundo depende do petróleo e o seu uso como combustível tem contribuído para um 

intenso desenvolvimento econômico. Embora as plataformas petroquímicas e as refinarias de 

petróleo proponham benefícios para a sociedade, elas produzem uma grande quantidade de 

resíduos perigosos e tóxicos. Além disso, derramamentos de óleo durante a exploração, 

transporte e refino desse recurso têm causado sérios problemas ambientais (de Cássia et al., 

2014). 

Os biossurfactantes secretados por micro-organismos parecem ser promissores na 

degradação do petróleo bruto.  Várias espécies microbianas foram identificadas para produzir 

biossurfactantes, cujas estruturas químicas variam amplamente. Esses surfactantes incluem 

ramnolipídeos (RL) produzidos por Pseudomonas sp. (Rehman et al., 2021); soforolipídeos 

produzidos por Candida bombicola (Elshafie et al., 2015); surfactina de Bacillus 

velezensis (Guimarães et al., 2021); lipopolissacarídeos produzidos por Acinetobacter sp (Bao 

et al., 2016) entre outros. 



30 

 

Os bioemulsificantes, tensoativos de alto peso molecular, apesar de não serem eficazes 

na redução de tensões interfaciais, possuem excelente capacidade de estabilizar emulsões óleo 

em água. Essas biomoléculas se ligam firmemente às gotículas de óleo e formam uma barreira 

eficaz que impede a coalescência das gotas. Dentre os bioemulsificantes, o emulsano é 

caracterizado como o mais poderoso e tem aplicações potenciais na indústria do petróleo, 

incluindo a formação de emulsões óleo-água para redução da viscosidade durante o transporte 

por dutos (Cássia et al., 2014; Fenibo et al., 2019). 

 

2.2.4.1.2 Alimentícia, cosmética e farmacêutica 

 

Os compostos ativos de superfícies desempenham papéis importantes em formulações 

devido às suas diversas propriedades, como capacidade umectante, solubilizante, emulsificante 

e espumante, além de detergência (Ferreira et al., 2017). A emulsificação tem sido uma 

tecnologia amplamente utilizada pelas indústrias alimentícia, cosmética e farmacêutica para 

estabilizar ou controlar a cinética de liberação de um ingrediente ativo ou aditivo para proteção 

de produto. As emulsões constituem misturas líquidas baseadas em uma fase aquosa e uma fase 

oleosa, comumente estabilizadas por moléculas ou macromoléculas anfifílicas que estão bem 

estabelecidas na indústria como surfactantes e emulsificantes. Esses compostos garantem 

excelente estabilidade da emulsão ao longo do tempo para aumentar a vida útil dos produtos à 

base de emulsão, o que é um fator crucial para as indústrias (Ferreira et al., 2023). 

Diversos cosméticos são formulados com óleos essenciais (OEs) de plantas em virtude 

das suas propriedades oclusivas, emolientes e hidratantes na pele (Bialek et al., 2016). A 

maioria desses produtos do ramo da cosmetologia à base de óleo requer a presença de um agente 

estabilizante, como emulsificantes e/ou surfactantes, para obter boas emulsões (Martin-Piñero 

et al., 2019). Por exemplo, Vecino et al (2015) mostraram que um glicolipopeptídeo extraído 

de Lactobaillus pentosus era um bom agente estabilizante de emulsões óleo em água (O/A) 

formuladas com óleo de alecrim.  

Essa técnica de emulsificação é um dos procedimentos mais eficientes para a 

preservação de óleos essenciais, visto que a emulsão é uma dispersão termodinamicamente 

instável de dois líquidos imiscíveis de polaridade diferente, hidrofobicidade e hidrofilicidade 

diferentes (Martin-Piñero et al., 2019). Perante essas características, um dos líquidos forma 

pequenas gotículas, que se dispersam na fase contínua formada pelo outro líquido. A substância 

líquida que forma as gotículas é conhecida como fase dispersa (fase interna) e o líquido que 

contém essas gotículas é a fase contínua (fase externa) (Ferreira et al., 2023).  
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Além de ajudar a preservar as propriedades dos óleos essenciais, as emulsões também 

ajudam a mascarar o sabor e o cheiro fortes típicos. Essa mistura emulsionante entre óleo e água 

(O/A) pode ser usada para evitar a evaporação dos componentes voláteis e aumentar sua 

solubilidade, reduzindo o problema hidrofóbico (Chang et al., 2015).  

Outra característica importante resultante da combinação de moléculas bioativas 

naturais com os óleos essenciais é a potencialização de ação antimicrobiana, uma vez que os 

CAS podem alterar a morfologia e a estrutura das bactérias, resultando em aumento da 

permeabilidade da membrana e perturbação da integridade da membrana (Cho et al., 2022). 

Isso garante que essas biomoléculas penetrem nas membranas celulares e liberem materiais 

intracelulares, causando rupturas nas membranas celulares e inibição do crescimento de micro-

organismos (Sana et al., 2017). Nesse sentido, A estrutura anfifílica dos CAS pode promover 

melhora na permeabilidade das membranas, favorecendo assim suas atividades biológicas entre 

CAS e os OEs (Takahashi et al., 2012). 

Zannoto et al (2023) demonstraram que emulsões preparadas com o BS lipídeo 

manosileritritol e OEs de Thymus vulgaris e Lippia sidoides foram capazes de aumentar a 

capacidade antimicrobiana e antioxidante das emulsões contra Escherichia coli, 

Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Penicillium sp., 

Aspergillus flavus, Fusarium oxysporum e Candida albicans. 

Também há evidências de que o sinergismo entre óleos essenciais de orégano, canela, 

árvore e lavanda com ramnolípideos produzidos por Pseudomonas aeruginosa, aumentou o 

efeito antimicrobiano contra Candida albicans e Staphylococcus aureus resistente à meticilina 

(Haba et al., 2014). Esses dados revelam que os CAS podem ter sua atividade potencializada 

quando estabelecem uma relação de sinergismo com outros compostos. 

Esse tipo de associação também é bastante utilizado na indústria cosmética. Neste ramo, 

já foi demonstrado que a combinação entre soforolipídeos e óleo essencial de palmarosa 

resultou numa formulação cosmética autoconservante, com grande estabilidade e atividades 

antioxidantes e antibacterianas eficazes contra S. aureus e Staphylococcus epidermidis (Filipe 

et al., 2022).  Esses dados demonstraram que os CAS têm potencial de utilização em diversos 

setores econômicos, comprovando a versatilidade biotecnológica desta biomolécula e sua 

importância industrial. 

Na indústria alimentícia, as propriedades emulsionantes, espumantes, umectantes, 

solubilizantes e antiadesivas dos CAS são excepcionalmente desejáveis  (Silva et al., 2020). O 

uso mais comum é na estabilização de emulsões para criar textura e cremosidade satisfatórias. 

Além disso, são adicionados para retardar a aglomeração, solubilizar óleos aromáticos, 
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melhorar as propriedades organolépticas em produtos de panificação e formulações de sorvetes 

e estabilizar a gordura durante a fritura (Sharma et al., 2023). Antes de serem aplicados em 

produtos alimentícios, os biossurfactantes devem ser avaliados devido às suas propriedades 

antimicrobianas e antiaderentes e à ausência de toxicidade in vitro, numa perspectiva de redução 

de custos de produção e inovações em surfactantes verdes (Pinto et al., 2023, Sharma et al., 

2023). 

 

2.2.4.2 Agricultura 

 

 Pragas, patógenos ou doenças de plantas são algumas das principais preocupações dos 

agrônomos, pesquisadores e comunidade científica. A fim de minimizar esses problemas, 

pesticidas químicos ou agroquímicos são bastante utilizados nesse meio. No entanto, o uso não 

distribuído e contínuo de agroquímicos resulta na deposição de resíduos químicos tóxicos nos 

alimentos, baixa qualidade de nutrientes e surgimento de patógenos resistentes a agrotóxicos 

(Kumar et al., 2021). 

Para mitigar esses desafios, biossurfactantes têm sido frequentemente utilizados na 

agricultura, principalmente para substituir os tensoativos sintéticos presentes em formulações 

de defensivos agrícolas e agroquímicos, para favorecer a expansão da "química sustentável" a 

fim de reduzir e/ou eliminar impactos negativos sobre o meio ambiente e a saúde humana 

devido ao uso excessivo de compostos químicos (Sarubbo et al., 2022). A adição de 

biossurfactantes modula o mecanismo de ação, como antibiose, resistência sistêmica induzida, 

competição e parasitismo de agentes de biocontrole (Sachdev et al., 2013). 

Os patógenos de plantas ameaçam o rendimento das culturas, afetam a qualidade e a 

segurança dos produtos agrícolas. Para evitar esses danos, atividades antifúngicas de 

ramnolipídeos têm sido descritas contra os patógenos da espécie de Aspergillus flavus, 

Aspergillus niger e Penicillum chrysogenum que afetam as culturas de plantas e causam 

doenças agrícolas, como doenças em cebola, milho e kiwi (Rodrigues et al., 2021; Zhão et al., 

2021). 

 Além de garantir proteção aos vegetais, essas biomoléculas podem promover o 

crescimento de plantas. Lipopeptídeos (LP) produzidos por Bacillus subtilis foram 

caracterizados como potente agente promotor de germinação de sementes e crescimento de 

plantas de Solanum lycopersicum (tomate), Pisum sativum (ervilha), Capsicum annum 

(pimenta) e Lactuca sativa (alface) em altas concentrações (Umar et al., 2021). 
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O uso de biossurfactantes no campo agrícola tem a finalidade de melhorar ou aumentar 

a disponibilidade de micronutrientes para o solo. Além disso, a microflora nativa do solo ou 

sistema vegetal usa essas moléculas de biossurfactante como fonte de energia para regular os 

parâmetros fisiológicos das plantas e manter a saúde e a qualidade do sistema vegetal (Kumar 

et al., 2021). Verifica-se que o uso desses compostos tem contribuído para práticas agrícolas 

sustentáveis. 

 

2.2.4.3 Biorremediação 

 

A crescente contaminação do solo com metais pesados tóxicos está se tornando uma das 

principais ameaças ao meio ambiente e constitui uma das preocupações da comunidade 

científica devido aos seus efeitos indesejáveis e manifestações toxicológicas em todo o mundo. 

No solo, os metais pesados são definidos como metais de origem natural ou 

antropogênica. Os metais pesados mais perigosos liberados no meio ambiente são arsênio (As), 

cádmio (Cd), cromo (Cr), mercúrio (Hg), zinco (Zn), níquel (Ni), chumbo (Pb) e cobre (Cu). 

Estes são classificados em dois grupos: aqueles que são perigosos para humanos, plantas ou 

animais, e aqueles que, em baixas concentrações, têm efeitos benéficos (Gutiérrez-Chávez et 

al., 2021). 

Para a descontaminação e recuperação de ambientes poluídos por metais pesados, várias 

abordagens físico-químicas, como adsorção, precipitação química, remoção por nanomateriais, 

osmose reversa, filtração por membrana e troca iônica, têm sido convencionalmente 

empregadas. No entanto, essas estratégias têm a sua aplicação limitada e muitas vezes não são 

adequadas para remediação de metais pesados do ponto de vista ambiental e econômico, visto 

que são processos de altos custos operacionais e de energia, e geração de grandes quantidades 

de poluentes secundários tóxicos (Mishra et al., 2021).  

Assim, estratégias de remediação ecológicas para remoção desses poluentes são 

essenciais no cenário atual. Neste contexto, inclui-se a remediação de metais pesados por 

biossurfactante, este procedimento ocorre por associação do complexo com os resíduos 

metálicos de forma livre ou por acúmulo em uma interface de solução sólida, o que ocasiona a 

interação direta do metal e do biossurfactante (Miller, 1995). Pelo processo de dessorção, o 

complexo biossurfactante-metal deixa as superfícies do solo e forma micelas. O biossurfactante 

pode ser precipitado e separado dos metais (Ravindran et al., 2020). 

O papel dos LPs na remoção de metais pesados do ambiente tem sido amplamente 

divulgado.  A surfactina, sintetizada por bactérias do gênero Bacillus, é capaz de remover cobre, 
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chumbo, zinco, cromo e cádmio. A precipitação foi causada devido à neutralização de carga 

sobre a adição de cátions metálicos na solução de biossurfactante aniônico ou vice-versa (Md 

Badrul et al., 2019). 

Os ramnolipídeos produzidos por Pseudomonas sp podem ser potencialmente usados 

na remoção de vanádio presente em solos (San et al., 2021). A propriedade de biorremediação 

também foi descrita para soforolipídeos produzidos por Starmerella bombicola OCGMCC 

1576. Estas biomoléculas foram mais eficientes na remoção de Cd e Pb na lavagem de solos 

artificialmente contaminados do que os surfactantes sintéticos (Qi et al., 2018).  

Além de remover metais pesados do solo, os biossurfactantes são capazes de reduzir 

metais contidos em soluções aquosas. Tal propriedade foi observada para um biossurfactante 

produzido por Candida lipolytica, o qual promoveu uma redução acentuada de Cd e Pb em 

solução aquosa (Santos et al., 2017). Diante deste contexto, verifica-se que a biorremediação 

de metais pesados baseada em biossurfactantes é uma abordagem sustentável e promissora 

devido à sua capacidade de biodegradação, eficácia econômica e natureza ecologicamente 

correta. 

 

2.2.5 Propriedades biológicas de compostos ativos de origem microbiana 

 

2.2.5.1 Atividades antimicrobiana  

 

A descoberta dos antibióticos no século passado é considerada um grande avanço da 

medicina, visto que o uso desses agentes antimicrobianos reduziu significativamente a 

morbidade e a mortalidade associadas às infecções de origem microbiana. Fatores 

antibacterianos e antifúngicos podem reduzir e eliminar a viabilidade e o crescimento de 

populações microbianas através de diversos mecanismos: (i) rompimento de membranas 

extracelulares e / ou sua parede celular, (ii) inibição de expressão do gene, (iii) danos no DNA 

ou (iv) manipulação de vias metabólicas importantes (Anestopoulos et al., 2020). 

Aos agentes antimicrobianos, as bactérias adquirem resistência por vários meios: através 

de transferência horizontal de genes entre elementos genéticos de diferentes cepas e do 

ambiente que conferem resistência, e por mutações que, além de conferir resistência aos micro-

organismos, interferem nas funções celulares básicas (Melnyk et al., 2015; Lerminiaux, 

Cameron et al., 2019).  

As bactérias mais resistentes associadas a infecções hospitalares graves 

são Enterococcus faecalis, S. aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumanii, 
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Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter sp. o que muitas vezes pode resultar em elevadas 

taxas de mortalidade (Tacconelli et al., 2018). Além disso, outros micro-organismos como 

Candida spp. também podem ser caracterizados como uma ameaça global à saúde por 

apresentarem resistência aos agentes antimicrobianos (Colombo et al., 2017; Kean, Ramage et 

al., 2019; Kumar, 2020). 

Taxas crescentes de resistência antimicrobiana, aliadas ao surgimento de novos 

patógenos microbianos, reforçam a necessidade pela busca de novos compostos 

antimicrobianos para combater infecções por micro-organismos (Lai et al., 2021). Dentre essas 

novas estratégias, os compostos com propriedades tensoativas são considerados agentes 

antibióticos e desinfectantes promissores, bem como veículos de liberação de antibióticos 

devido às suas propriedades físico-químicas (Anestopoulos et al., 2020b). A maioria dessas 

biomoléculas é capaz de romper as membranas externa e interna dos patógenos, explorando 

assim sua carga e hidrofobicidade. As vantagens do uso de CAS como antimicrobianos 

englobam sua ação bactericida de amplo espectro e a ausência de mecanismos de resistência 

dos patógenos (Anestopoulos et al., 2020b). 

Os surfactantes catiônicos compreendem a maior categoria de surfactantes sintéticos 

com ação antimicrobiana, uma vez que apresentam um amplo espectro de atividades biotáticas 

e biocidas contra patógenos planctônicos. A cadeia hidrofóbica dos tensoativos catiônicos pode 

penetrar na membrana da célula microbiana, o que interfere na continuidade da membrana e 

nos processos metabólicos, assim ocasionando à morte celular (Zhou et al., 2016). Apesar de 

exibirem eficiência antimicrobiana, principalmente contra as bactérias Gram-positivas (29-32 

mm) como S. aureus e Bacillus subtilis, esses compostos exibem propriedades de 

biodegradabilidade mais baixas do que os surfactantes naturais (Labena et al., 2020). 

A literatura relata a eficácia antimicrobiana de CAS glicolipídicos produzidos por 

micro-organismos. Dentre estes, os ramnolipídeos produzidos por Pseudomonas aeruginosas 

inibiram significativamente o crescimento de S. mutans UA159 e S. sanguinis ATCC10556, e 

em concentrações elevadas inibiram completamente o crescimento de A. 

actinomycetemcomitans Y4 (Yamasaki et al., 2020).  

Da mesma forma, a ação sinérgica de dois biossurfactantes do tipo ramnolipídeo 

produzidos por Pseudomonas aeruginosa C2 e Bacillus stratosphericus A15 demonstrou 

atividade bactericida através da ruptura da membrana de bactérias Gram-positivos e Gram-

negativas, tais como S. aureus ATCC 25923 e Escherichia coli K8813 (Sana et al., 2018). Em 

virtude da ação desses compostos, a membrana se desintegra, levando à penetração na parede 
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celular e na membrana plasmática pela formação de poros e subsequente vazamento de 

materiais citoplasmáticos internos, levando à morte celular (Naughton et al., 2020).  

Soforolipídeos de leveduras Candida albicans SC5314 e Candida glabrata CBS138 

mostraram propriedades antibacterianas contra bactérias patogênicas Bacillus subtilise e 

Escherichia coli (Gaur et al., 2019). Além de apresentar atividade antibacteriana contra 

bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, essa classe de biossurfactante também exibiu 

atividade antifúngica promissora contra um grupo consideravelmente amplo de fungos 

patogênicos, Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium verticilliodes, Fusarium 

oxysporum f. sp. pisi, Corynespora casiicola e Trichophyton rubrum (Sen et al., 2017). 

A atividade antimicrobiana por CAS glicolipídeos, é descrita como dependente do tipo 

de glicolipídeo e a forma como interagem com a membrana celular. Diaz de Renzo et al (2016) 

demonstraram que ramnolipídeos inibem o crescimento bacteriano na fase exponencial 

enquanto os soforolipídeos inibem o crescimento entre as fases exponencial e estacionária.  

CAS lipopeptídicos também têm sido citados como compostos de potencial 

antimicrobiano. Essas biomoléculas correspondem aos componentes mais importantes dos 

metabólitos sintetizados por muitas espécies do gênero Bacillus spp., que caracterizam as cepas 

desse gênero como peças fundamentais para o controle de doenças de plantas e segurança de 

alimentos (Perez et al., 2017; Chen et al., 2020; Wu et al., 2019).  

Tipos de lipopeptídeos antimicrobianos, como iturina, fengicina e surfactina, foram 

identificados em Bacillus velezensis HC6.  A surfactina mostrou fortes efeitos antibacterianos 

contra Listeria monocytogenes e Bacillus cereus, enquanto a fengicina e iturina foram 

responsáveis por inibir o crescimento de fungos patogênicos Aspergillus flavus, Aspergillus 

parasiticus, Aspergillus ochra-ceus, Aspergillus sulphureus, Fusarium graminearum e 

Fusarium oxysporum (Liu et al., 2019). Os autores verificaram que B. velezensis HC6, quando 

aplicado em milho, além de inibir o crescimento de vários fungos patogênicos, reduz a produção 

de aflatoxina e ocratoxina por fungos. 

Ohadi et al (2020) demonstraram que lipopeptídicos produzidos por Acinetobacter 

junii apresentaram atividade não seletiva contra as cepas bacterianas Gram-positivas e Gram-

negativas. Os dados exibiram que esse bioproduto, em concentrações quase abaixo da 

concentração micelar crítica (CMC) possui uma atividade antibacteriana eficaz e os valores de 

CIM foram menores do que o antifúngico padrão, exibindo quase 100% de inibição contra 

Candida utilis.  

Outras categorias amplas de metabólitos bacterianos com potencial de superfície ativa 

e ações antimicrobianas, são glicoproteínas, peptídeos e ácidos graxos (Liu et al., 2017; Mouafo 



37 

 

et al., 2018). Lactobacillus spp., tendo como substrato melaço de cana-de-açúcar, produziram 

um surfactante glicolipoproteico bioativo com atividade antimicrobiana contra fungo da 

espécie Candida albicans.LV1, e algumas bactérias Gram-positivas e Gram-negativas 

patogênicas (Mouafo et al., 2018). Um heptapeptídeo cíclico contendo uma fração de ácido 

graxo produzido por  Bacillus subtilis, denominado bacaucina 1, demonstrou atividade 

antibacteriana específica contra Staphylococcus aureus resistente à meticilina (MRSA) por um 

mecanismo de ruptura da membrana sem toxicidade detectável a células de mamíferos ou 

indução de resistência bacteriana e foi verificado que esse peptídeo foi eficiente na prevenção 

de infecções em ambos os modelos in vitro e in vivo (Liu et al., 2017). 

Por fim, alguns micro-organismos excretam misturas de compostos bioativos que têm 

uma capacidade de redução da superfície e potencial emulsificante. Por exemplo, a fração 

biossurfactante produzida pelas cepas de actinomiceto de Streptomyces griseoplanus NRRL-

ISP5009 (MS1) é uma mistura complexa de proteínas, carboidratos e lipídios que possuem 

atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas (B. subtilis, S. aureus) e fungos 

patogênicos (C. albicans e Aspergillus fumigatus). No entanto, teve atividade moderada contra 

bactérias Gram-negativas como E. coli e Salmonella typhimurium (Elkhawaga, 2018). 

 

2.2.5.2 Atividades antiviral 

 

Os metabólitos secundários com propriedades ativas de superfície têm sido descritos 

por suas propriedades antivirais contra uma variedade de vírus. A atividade antiviral da 

surfactina, um antibiótico lipopeptídeo cíclico e biossurfactante produzido por Bacillus subtilis, 

foi determinada para um amplo espectro de vírus (envelopados e não envelopados), tais como 

vírus Semliki Forest (SFV), vírus herpes simplex (HSV-1, HSV-2), vírus herpes suid (SHV-1), 

vírus da estomatite vesicular (VSV), vírus da imunodeficiência símia (SIV), calicivírus felino 

(FCV), vírus da encefalomiocardite murina (EMCV).  A ação antiviral pela surfactina foi 

relacionada a uma interação físico-química do BS com a membrana lipídica do vírus, uma vez 

que foi observado por meio da microscopia eletrônica uma ruptura da membrana lipídica viral 

e parcialmente do capsídeo (Vollenbroich et al., 1997).  

A surfactina de Bacillus subtilis pode inibir a proliferação dos coronavírus que causam 

a diarreia epidêmica suína (PEDV) e o vírus da gastroenterite transmissível (TGEV) em células 

epiteliais em uma faixa de concentração relativamente baixa (15 a 50 μg / ml). Esse CAS inibiu 

quase completamente a replicação de qualquer um dos vírus, sem citotoxicidade celular ou 
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ruptura da membrana viral. Este resultado sugere que a surfactina apresenta um potente efeito 

antiviral sem prejudicar as células (Yuan et al., 2018).   

Wu et al (2015) demonstraram que lipopeptídeos inibiram a entrada do vírus Influenza 

A ao bloquear a fusão da membrana ou a interação do vírus com a subunidade HA2 da 

hemaglutinina. Assim, a atividade antiviral da surfactina está relacionada aos eventos de fusão 

da membrana entre o vírus e as células hospedeiras (Yuan et al., 2018),   

Os LP têm sido avaliados como possíveis aplicações farmacêuticas e biomédicas para o 

enfrentamento do surto da pandemia atual ocasionada pela síndrome respiratória aguda grave 

SARS-CoV-2. Um estudo com diferentes tipos de lipopeptídeos, tais como sushimycin, 

daptomicina, surfactina, bacilomicina, iturina, srfTE e lipopeptídeo detergent-12 (LPD-12), 

avaliou por meio de ancoragem molecular a interação de cada LP contra glicoproteína (S) do 

novo coronavírus SARS-CoV-2. A análise in sílico, revelou que o LDP-12 (Lipopeptide 

detergent-12) era o melhor entre eles, uma vez que foi a molécula apropriada para a ligação 

adequada com a glicoproteína S de SARS-CoV-2 e, portanto, interrompeu significativamente 

sua afinidade de ligação com a angiotensina- a enzima conversora 2 (ACE2), que é a única 

molécula receptora que facilita o desenvolvimento da doença. Esses resultados sugerem que 

lipopeptídeos LPD-12 podem ser usados como um potencial agente terapêutico para tratar 

COVID-19 causada pelo SARS-CoV-2 (Chowdhury et al., 2021).  

Owtlaw et al (2020) descreveram o desenvolvimento de um LP derivado do domínio de 

repetição do heptal C-terminal (HRC) de SARS-CoV-2 S que potentemente inibe a infecção 

por SARS-CoV-2. O LP inibe a fusão célula-célula mediada por SARS-CoV-2 S e bloqueia a 

infecção por SARS-CoV-2 em monocamadas de células Vero E6.  O lipopeptídeo SARS-CoV-

2 também exibiu atividade de amplo espectro quando inibiu a fusão célula-célula mediada por 

SARS-CoV-1 e coronavírus da síndrome respiratória do Oriente Médio (MERS-CoV) e 

bloqueou a infecção por MERS-CoV em monocamadas de células. Os BS não afetam a 

replicação viral, mas inativam os efeitos virais antes da adsorção ou penetração (Subramaniam 

et al., 2020). 

A atividade antiviral também é relatada para outras classes de BS. Soforolípideos (SLs) 

produzidos por Candida bombicolae apresentaram propriedade virucida contra o HIV, em 

menos de 2 minutos inativou o vírus e reduziu seu título em mais de 2 unidades logarítmicas (2 

logs 10) (Shah et al., 2005). O vírus da Herpes, Epstein-Barr, adsorvido em linhagens de células 

linfóides Daudi, também teve sua atividade viral inibida por SLs (Shah et al., 2007). 

Os SLs interferem nas estruturas da membrana ou ocasionam a ruptura da membrana 

dos vírus. Além disso, pode haver outras interações físico-químicas entre o vírus e os SLs, como 
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a ação direta sobre as proteínas do capsídeo que afetam a fixação do vírus e a penetração na 

célula (Borsanyiova et al., 2016). 

Para combater a disseminação de patógenos virais, misturas entre biossurfactantes têm 

apresentado fortes propriedades antivirais. O BS ramnolipídeo PS-17 produzidos por 

Pseudomonas spp., na forma livre e em combinação com alginato, foi considerado um agente 

antivírus por inibir significativamente o efeito citopático do herpes vírus, herpes simplex (HSV) 

tipos 1 e 2. O efeito supressor dos compostos na replicação do HSV foi dependente da dose e 

ocorreu em concentrações mais baixas do que a CMC do surfactante (Remichkova et al., 2008).  

A atividade antiviral também foi demonstrada por mistura de ramnolipídeos (M15RL) 

produzida pela bactéria antártica Pseudomonas gessardii M15 contra vírus pertencentes a 

famílias Coronaviridae e Herpesviridae.  O M15RL inibiu completamente o HSV-1 e HSV-2 

na concentração de 6 µg/mL, e coronavírus humano (HCoV-229E) e SARS-CoV-2 a 25 e 50 

µg/mL, respectivamente (Giuglicano et al., 2021).   

As infecções virais constituem uma das principais causas de morbidade e mortalidade 

humana e animal, levando a gastos significativos com saúde (Lozach et al., 2020). Portanto, os 

metabólitos secundários com propriedades ativas de superfície podem ser considerados 

substâncias promissoras para o desenvolvimento de compostos antivirais. 

 

2.2.5.3 Atividade anti-inflamatória 

 

A resposta inflamatória é um aspecto crucial das respostas dos tecidos a certas lesões, 

irritantes químicos ou infecções microbianas. Essa resposta é complexa, envolve células 

leucocitárias, macrófagos, neutrófilos e linfócitos. Em resposta ao processo inflamatório, essas 

células liberam substâncias especializadas que incluem aminas e peptídeos vasoativos, 

eicosanóides, citocinas pró-inflamatórias e proteínas de fase aguda, que medeiam o processo 

inflamatório, evitando danos adicionais aos tecidos (Abdulkhaleq et al., 2018). 

Atualmente, os CAS são estudados como potenciais candidatos a fármacos com 

atividade anti-inflamatória. Dentre eles, inclui-se a surfactina, que foi capaz de inibir a resposta 

pró-inflamatória em larvas de peixe-zebra (Danio rerio), reduzindo significativamente a 

expressão de interleucina-1β (IL-1β), interleucina-8 (IL-8), fator de necrose tumoral-α (TNF-

α), óxido nítrico (NO), fator nuclear kappa-B p65 (NF-κBp65), ciclooxigenase-2 (COX-2), 

óxido nítrico sintase induzível (iNOS) e aumentou a expressão de interleucina-10 (IL-10) em 

modelo in vivo. Além disso, foi demonstrado que a surfactina reduziu a migração de neutrófilos 

e aliviou a lesão hepática (Wang et al., 2021). 
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Outros estudos mostraram que a surfactina induziu sistematicamente CD4 +, CD25 +, 

FoxP3 + Tregs no baço de camundongos, o que poderia inibir as células T de produzir citocinas 

pró-inflamatórias, como TNF -α e interferon (IFN) -γ. A atenuação da inflamação crônica por 

surfactina, além de reduzir TNF-α, aumentou a expressão de IL-10 nas lesões ateroscleróticas 

da aorta de camundongos. Esses resultados demonstraram que o BS pode restaurar o equilíbrio 

da resposta Th1/ Th2 em camundongos (GAN et al., 2016). Além de atuar na maturação das 

células dendríticas (DCs) e aumentar a expressão de moléculas MHC-II e outros fatores 

coestimuladores (Xu et al., 2016).  

As propriedades anti-inflamatórias relacionadas a biossurfactantes glicolipídicos são 

poucas relatadas. Soforolipídeos produzidos por levedura Candida bombicola reduziram a 

expressão induzida por lipopolissacarídeos de citocinas inflamatórias, incluindo TNF ‐ α, COX 

‐ 2 e interleucina-6 (IL ‐ 6) em células RAW 264.7 (Maeng et al., 2018), e são capazes de 

reduzir o nível de imunoglobulina E (IgE), expressão de mRNA de TLR-2, IL-6 e STAT3 

(Hagler et al., 2007).  

Em um modelo in vivo, os soforolipídeos reduziram a mortalidade relacionada à sepse 

e exibiram efeitos anti-inflamatórios em camundongos ao inibir a produção de óxido nítrico e 

citocinas inflamatórias (Mueller et al., 2006; Hardin et al., 2007). Já o complexo glicolipídeo 

não teve efeito considerável na ação proliferativa dos leucócitos do sangue periférico, uma vez 

que ativou a produção de citocinas pró-inflamatórias (IL-1β e TNF-α) sem afetar a produção in 

vitro de IL-6 na fração de monócitos (Kuyukina et al., 2007). 

 

2.2.5.4 Atividade anticâncer 

 

O câncer é considerado uma doença de múltiplos estágios com etiologia multifatorial 

associada a altas taxas de incidência global e mortalidade. Drogas quimioterápicas, cirurgia e 

radiação ainda são as formas de tratamento mais comuns para o enfrentamento da doença em 

humanos. No entanto, todos eles estão associados a efeitos colaterais graves, indicando a falta 

de especificidade e a necessidade de descobrir novos agentes antitumorais que podem aumentar 

a eficácia das drogas quimioterápicas convencionais com menos efeitos colaterais 

(Anestopoulos et al., 2020).  

 Para esses fins, vários estudos indicaram o potencial antitumoral de vários CAS. Os 

biossurfactantes são propostos como candidatos a fármacos adequados contra muitas doenças, 

incluindo o câncer (Thankur et al., 2020).  Dada a sua ampla utilização, há um interesse 

crescente em explorar seu papel que é relevante para a promoção da saúde humana.  
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O efeito de ramnolipídeos em linhagens de células cancerosas MCF-7 de câncer de 

mama humano foi determinado para o monorhamnolipídeo C10C10 R1 e o dirhamnolipídeo 

R2 C10C10 produzidos por P. aeruginosa MR01. Em células MCF-7 de câncer de mama 

humano, o monorhamnolipídeo C10C10 R1 era o mais potente dos dois ramnolipídeos e inibiu 

a divisão celular em concentrações inferiores (IC 50) do que o dirhamnolipídeo R2. O 

mecanismo de inibição parecia ser a indução da apoptose em células de MCF-7 tratadas (Rahimi 

et al., 2019). 

Soforolipídeos lactônicos (SLs), têm atraído grande atenção de pesquisadores por suas 

boas atividades biológicas, dentre elas a anticâncer.  Wang et al (2021) demonstraram que o 

SLs aumenta a taxa de apoptose em células de câncer de fígado HepG2 e também são capazes 

de regular a expressão de genes e proteínas associados à apoptose através da via da caspase-3. 

SLs apresentaram efeito citotóxico frente às linhagens de adenocarcinoma de mama MDA-MB-

231, quando as concentrações do surfactante estavam na faixa de sua CMC do surfactante, ou 

seja, houve uma correlação entre o efeito citotóxico e a CMC (Ribeiro et al., 2015). 

Os SL sintetizados por levedura Wickerhamiella domercqiae Y2A, isolada de águas 

residuais contaminadas com óleo, apresentaram atividade anticâncer frente a linhagens de 

células cancerosas H7402 (fígado), A549 (pulmão), HL60 e K562 (leucemia) e mostraram um 

efeito inibidor significativo na proliferação celular em todas as linhas celulares testadas (Chen 

et al., 2006).  

Um efeito anticâncer de surfactina por meio da indução de reações alérgicas no câncer 

de pele melanoma foi descrito por Kim et al (2021). Os autores demonstraram que a 

administração oral do composto aumentou significativamente a taxa de sobrevivência e reduziu 

o crescimento e o peso do tumor no modelo in vivo de câncer melanoma. O bioproduto, além 

de aumentar significativamente a infiltração de mastócitos e os níveis de histamina, também foi 

capaz de elevar os níveis de IgE e mediadores de reforço imunológico, como interferon-γ, 

interleucina (IL) -2, IL-6, IL-12 e fator de necrose tumoral-α em tecidos de soro e melanoma. 

No modelo in vitro, a surfactina aumentou significativamente a morte das células de melanoma 

B16F10 por meio da ativação da caspase-3, 8 e 9 de maneira dependente da dose. A surfactina 

induziu indiretamente ou diretamente a apoptose das células de melanoma B16F10. 

Da mesma forma, a surfactina, lipopeptídeo produzido Bacillus safensis, mostrou uma 

atividade antitumoral contra células de câncer de mama T47D e células de melanoma de 

camundongo B16F10 com IC 50 de 0,66 mg mL −1 e 1,17 mg mL −1 respectivamente (Abdelli et 

al., 2019). 
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Outro surfactante que mostrou atividade anticâncer, foi a iturina A. Este lipopeptídeo 

foi isolado de Bacillus megaterium, inibiu o crescimento das células cancerígenas de mama 

MDA-MB-231 e MCF-7 através da redução dos níveis de akt quinase fosforilada, e também 

exerceu uma capacidade anticâncer contra o modelo de xenoenxerto MDA-MB-231 em 

camundongos. A capacidade anticâncer foi demonstrada como redução do volume do tumor, 

níveis de expressão reduzidos de Ki-67 (um marcador de proliferação), cluster de diferenciação 

31 (CD-31), P-Akt, P-MAPK, glicógeno sintoxico-3 beta (P-GSK3β) e caixa de garfo 

fosforilado classe O 3α (P-FoxO3α) (Dey et al., 2015). 

 

2.2.5.5 Atividade antibiofilme 

 

 Biofilmes são comunidades de bactérias fixadas à superfície incorporadas em uma 

matriz extracelular composta de substâncias poliméricas extracelulares (EPS) secretadas pelas 

células que residem em seu interior.  O EPS é geralmente uma mistura de polissacarídeos, 

proteínas, DNA extracelular (eDNA) e outros componentes menores. As propriedades físicas e 

químicas dos constituintes da matriz do biofilme permitem que a matriz proteja as células 

residentes da dessecação, perturbação química, invasão por outras bactérias e morte por 

predadores. No entanto, muitas vezes, os biofilmes causam grandes problemas na medicina e 

constituem a base de infecções crônicas, visto que as comunidades do biofilme podem abrigar 

células tolerantes e persistentes que podem sobreviver mesmo em tratamento com antibióticos. 

As bactérias dentro dessas estruturas tendem a ser mais resistentes aos antibióticos em 

comparação com as bactérias planctônicas (Sharma et al., 2019; Yan et al., 2019). 

Devido à sua configuração, os biofilmes são responsáveis por causar uma ampla gama 

de doenças crônicas, que, em virtude do surgimento da resistência aos antibióticos em bactérias, 

tornou-se realmente difícil tratá-los com eficácia. Os antibióticos disponíveis até o momento 

são ineficazes para o tratamento dessas infecções relacionadas ao biofilme devido aos seus 

valores mais elevados de concentração inibitória mínima (CIM) e concentração bactericida 

mínima (CBM), o que pode resultar em toxicidade in vivo. Portanto, é extremamente 

importante projetar ou rastrear moléculas antibiofilme que possam efetivamente minimizar e 

erradicar infecções relacionadas ao biofilme (Roy et al., 2018). 

Os CAS têm se mostrado úteis para neutralizar a formação de biofilmes e o 

aparecimento de micro-organismos resistentes devido às suas propriedades antimicrobianas, 

antiadesivas e antibiofilme (Ceresa et al., 2021). Essas biomoléculas têm a propensão de agir 

em sinergia com os antimicrobianos (Rivardo et al., 2011; Ceresa et al., 2017), que na maioria 
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dos casos são menos eficazes contra biofilmes em geral e contra biofilmes de multiespécies 

associados a infecções polimicrobianas extremamente complicadas. 

Uma mistura de lipopetideos (surfactina, iturina e fengicina), sintetizado por Bacillus 

subtilis, evitou a formação de biofilme ao inibir a adesão celular até 96,89% de Trichosporon 

spp. e causou a dispersão de biofilmes maduros (até 99,2%), diminuindo sua espessura e 

viabilidade celular. Esses biossurfactantes reduziram o conteúdo de ergosterol celular e 

alteraram a permeabilidade da membrana e a hidrofobicidade da superfície das células 

planctônicas (Cordeiro et al., 2018). 

Outra mistura de tipos de lipopetídeos como a surfactina, iturina e liquenisina foram 

identificadas pela primeira vez em Lactobacillus spp. vaginais, e apresentaram forte atividade 

antiadesiva (redução de até 74,4%) contra o produtor de biofilme Candida albicans (Nelson et 

al., 2020).  Lipopetideos misturados (iturina, fengicina e surfactina), com maior abundância de 

surfactina produzidos por Bacillus subtilis TIM10 e B. vallismortis TIM68, inibiram a formação 

de biofilme de leveduras como Malassezia spp., especialmente TIM10, com uma taxa de 

inibição de aproximadamente 90% (Da Silva et al., 2021).  

 Biossurfactante do tipo surfactina produzido por Bacillus subtilis reduziu a adesão e 

interrompeu a formação de biofilme de S. aureus em superfícies de vidro, poliestireno e aço 

inoxidável. A surfactina teve um efeito significativo na produção de polissacarídeos ao diminuir 

a sua porcentagem em biofilmes e reduzir a expressão de icaA e icaD, que são elementos 

necessários para a estrutura de biofilme estafilocócico. Além disso, foi demonstrado que o 

lipopeptídeo afetou o sistema quorum sensing (QS) em S. aureus por meio da regulação da 

atividade do auto-indutor 2 (Liu et al., 2019).  

Em relação à atividade antibiofilme dos glicolipídeos, os efeitos de diferentes tipos de 

ramnolipídeos (RLs) foram relatados por Alegrone et al (2021). Os autores demonstraram que o 

ramnolipídeo produzido por Pseudomonas aeruginosa 89 (R89BS) apresentou grau de pureza 

de 91,4% e era composto por 70,6% de mono-ramnolipídeos e 20,8% de di-ramnolipídeos. O 

extrato puro R89BS inibiu a adesão (97%) e a formação de biofilme (85%) de S. aureus. Ainda, 

foi observado que mono-ramnolipídeos purificados (mR89BS) induziram a dispersão do 

biofilme pré-formado em todas as concentrações (0,06 a 2 mg / mL) testadas, com reduções 

variando de 80% a 99%, diferindo do extrato puro R89BS e di-ramnolipídeos purificados 

(dR89BS) que eram dependentes da concentração testada.  

Ceresa et al (2019) demonstraram que o R89BS revestindo discos elastoméricos de 

silicone (SEDs) neutralizaram significativamente a formação de biofilme por Staphylococcus 

spp. em termos de biomassa acumulada (até 60% de inibição em 72 h) e atividade metabólica 
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celular (até 68% de inibição em 72 h). Os resultados indicam que os revestimentos 

ramnolipídicos podem ser possíveis procedimentos de tratamentos antibiofilme eficazes e 

representam uma estratégia promissora para a prevenção de infecções associadas a dispositivos 

médicos implantáveis. 

Shen et al (2020) demonstraram que RLs comparados a outros agentes antibacterianos, 

além de inibir a formação de novos biofilmes, foram superiores na erradicação de biofilmes 

maduros formados por Helicobacter pylori, E. coli e Streptococcus mutans de maneira dose-

dependente, mesmo em concentrações abaixo das CIM. RLs podem potencializar o efeito de 

agentes antimicrobianos, Sidriam et al (2020) observaram que essas moléculas aumentaram 

significativamente a atividade de meropenem e amoxicilina-clavulanato contra biofilmes 

maduros de Burkholderia pseudomallei. 

 RLs produzidos por P. aeruginosa SS14, também apresentaram efeitos inibitórios nas 

células planctônicas de fungos filamentosos de Trichophyton rubrum e Trichophyton 

mentagrophytes, a formação e ruptura de biofilmes maduros foi dependente da dose, com a 

atividade mais alta observada em concentrações de 2 × CIM contra ambos os patógenos (Sen 

et al., 2020).  

Assim como os raminolipídeos, soforolipídeos demonstraram uma atividade inibitória 

eficaz contra a formação de biofilmes. Ceresa et al (2020) mostraram que três produtos 

diferentes de soforolipídeos foram obtidos, como SLA (congêneres ácidos), SL18 (congêneres 

lactônicos) e SLV (mistura de congêneres ácidos e lactônicos). Todas as três misturas de 

congêneres mostraram um efeito inibitório de 70%, 75% e 80% para S. aureus, P. aeruginosa 

e C. albicans, respectivamente.  Em discos de silicone médicos pré-revestidos, a formação de 

biofilme de S. aureus foi reduzida em 75% usando SLA 0,8% p/v. Em experimentos de co-

incubação, SLA 0,05% p / v reduziu significativamente a capacidade de S. aureus e C. albicans 

de formar biofilmes e aderir a superfícies em 90-95% em concentrações entre 0,025-0,1% p/v. 

Atividades antibiofilme também foram demonstradas para BSs produzidos por bactérias 

probióticas do gênero Bacillus sp. que foram isolados de amostras cervico vaginais.  Esse 

bioproduto, denominado de BioSa3, foi altamente eficaz na formação de biofilme de diferentes 

cepas patogênicas e multiresistentes, como S. aureus e Staphylococcus haemolyticus. O efeito 

antibiofilme pode estar relacionado à capacidade do BioSa3 de alterar a fisiologia da membrana 

dos patógenos testados para causar uma diminuição significativa da hidrofobicidade da 

superfície (Haddaji et al., 2022).  
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Assim, os CAS constituem bons candidatos para o surgimento de novas terapêuticas 

para melhor controlar micro-organismos multirresistentes e inibir infecções associadas a 

biofilmes, protegendo as superfícies da contaminação microbiana. 

 

2.2.5.6 Cicatrização de feridas 

 

A cicatrização de feridas é um processo importante para reparo tecidual, mas 

complicado em humanos ou animais, por constituir um processo multifacetado organizado por 

fases sequenciais e sobrepostas, incluindo hemostasia, fase de inflamação, fase de proliferação 

e fase de remodelação (Martin et al., 2015; Wang et al., 2018). A falha de uma dessas fases, 

devido a uma resposta imunológica desregulada ou oxigenação insuficiente, prejudica o 

processo de cicatrização, levando a dois resultados principais: defeito ulcerativo da pele (ferida 

crônica) ou formação excessiva de tecido cicatricial (cicatriz hipertrófica ou queloide) (Yip et 

al., 2015; Tatara et al., 2018). 

O tratamento de feridas de diferentes etiologias constitui uma parte importante do 

orçamento total da saúde. O tempo de cura, a frequência da troca de curativos e as complicações 

são três importantes direcionadores de custos. Além disso, a infecção de feridas crônicas, uma 

das principais causas de não cicatrização, constitui um contribuinte significativo para o aumento 

dos custos relacionados à assistência em saúde. O tratamento de uma incisão cirúrgica sem 

complicações é relativamente barato; no entanto, quando ocorrem infecções, esses custos 

podem aumentar significativamente (Lindholm et al., 2016). 

Contribuindo com a infecção, biofilmes são comumente encontrados em feridas 

crônicas. Neste tipo de ferida, a persistência do biofilme contribui para uma cicatrização lenta. 

As infecções microbianas em feridas crônicas são causadas por mais de uma espécie de bactéria 

(Rahim et al., 2017), sendo que espécies de P. aeruginosa e S. aureus são mais comuns. 

Geralmente, essa comunidade microbiana se forma na camada externa das feridas, mas em 

alguns biofilmes também estão incorporados nas camadas profundas de uma ferida, como 

os biofilmes de P. aeruginosa, que são difíceis de diagnosticar usando uma cultura de esfregaço 

de ferida tradicional (Pastar et al., 2013; Banu et al., 2015). Resistência aos antibióticos de 

bactérias organizadas em biofilme é um problema crucial na gestão e tratamento de feridas 

crônicas (Rahim et al., 2017). 

Em virtude desses motivos, o manejo e o tratamento de feridas, bem como a prevenção 

do biofilme, são considerados como uma prioridade para médicos e comunidade científica. 

Nesse contexto, os CAS surgiram recentemente como agentes promissores capazes de 
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promover a cicatrização de feridas em associação com baixa irritação e alta compatibilidade 

com a pele humana (Ceresa et al., 2021). Além disso, esses bioprodutos promovem a 

proliferação de fibroblastos e células epiteliais, reepitelização e deposição de colágeno mais 

rápida, levando assim a um processo de cicatrização acelerado (Zouari et al., 2016; Ohadi et 

al., 2017). 

Surfactina de B. subtilis atuou na promoção da cicatrização de feridas e na inibição de 

cicatrizes. Durante os mecanismos de cicatrização, ele regulou positivamente a expressão do 

fator-1α induzível por hipóxia (HIF-1α) e fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), 

acelerou a migração de queratinócitos através da proteína quinase ativada por mitogênio 

(MAPK) e fator nuclear-κB (NF-κB) vias de sinalização e regulou a secreção de citocinas pró-

inflamatórias e troca fenotípica de macrófagos. Além disso, a surfactina mostrou efeito 

inibitório na formação de tecido cicatricial por afetar a expressão de α-actina de músculo liso 

(α-SMA) e fator de transformação de crescimento (TGF-β) (Yan et al., 2020). Portanto, a 

potência de cura dos lipopeptídeos B. subtilis SPB1 pode ser atribuída ao seu potencial de 

atividade antioxidante revelada in vitro (Zouari et al., 2016). 

Um lipopeptídeo 78 (LP78) de S. epidermidis previamente desconhecido, inibiu a 

inflamação da pele mediada por TLR3 para promover a cicatrização de feridas. A lesão cutânea 

ativou TLR3 / NF-κB para promover a interação de p65 e PPARγ nos núcleos e, então, iniciou 

a resposta inflamatória nos queratinócitos. LP78 ativou TLR2-SRC para induzir fosforilação de 

β-catenina em Tyr. A fosfo – β-catenina translocada em núcleos para se ligar ao PPARγ, 

interrompendo assim a interação entre p65 e PPARγ. A dissociação entre p65 e PPARγ reduziu 

a expressão de citocinas inflamatórias induzidas por TLR3 em feridas cutâneas de 

camundongos normais e diabéticos, o que se correlacionou com a cicatrização acelerada de 

feridas (Li et al., 2019). 

Como alternativa para melhorar esse processo de cicatrização, a formulação de 

biossurfactante nanolipopeptídeo (NLPB) a partir do biossurfactante lipopeptídeo (LPB) 

produzido por Acinetobacter junii foi relatada como promissora para a realização de atividade 

cicatrizante. A porcentagem de fechamento da ferida dos camundongos tratados com hidrogéis 

NLPB a 2 mg/ mL foi de aproximadamente 80% no 7º dia e 100% no 15º dia. A formulação de 

hidrogel NLPB mostrou melhor eficácia no fechamento e cicatrização de feridas quando 

comparada com o controle (Afsharipour et al., 2021). 

Um BS de natureza gliicolipídica, sintetizados por Bacillus licheniformis SV1, mostrou 

boa citocompatibilidade e proliferação de fibroblastos 3T3 / NIH aumentada in vitro. A 

aplicação de pomada do BS em uma ferida de excisão de pele em ratos promoveu reepitelização, 
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proliferação de células de fibroblastos e deposição mais rápida de colágeno, indicando assim 

este produto como um potencial substituto transdérmico para melhorar a cicatrização de feridas 

cutâneas (Gupta et al., 2017). 

Uma pomada contendo ramnolipídeo (5 g/L) foi administrada no dorso de cada 

camundongo wister após criar uma ferida de excisão. Os estudos histopatológicos revelaram 

um efeito cicatrizante significativo do ramnolipídeo, visto que houve um aumento no 

fechamento da ferida, colagênese melhorada e redução da inflamação (diminuindo o nível de 

TNF-α) sem induzir irritação na pele (Sana et al., 2018). Tratamento com di-rhamnolipídeo 

pode ser sugerido como terapia para cicatrizes cutâneas, visto que apresentou função 

antifibrótica em modelos de cicatriz hipertrófica de orelha de coelho por apresentar redução 

significativa do índice de elevação da cicatriz, fibras de colágeno tipo I e expressão de α-SMA 

(Shen et al., 2016).  

A capacidade de cicatrização de feridas por soforolipídeos tem sido evidenciada em 

modelo de cultura de células. Um modelo de fibroblasto dérmico humano in vitro foi usado 

como substituto da pele humana e foi evidenciado que os soforolipídeos apresentaram efeitos 

sobre a capacidade dos fibroblastos da pele humana de expressar o mRNA do colágeno I (Col-

I) e a inibição de elastase (IC 50 = 38,5 μg ml −1) (Maeng et al., 2018). Outro ensaio in vitro de 

cicatrização de feridas em linha de células de adenocarcinoma colorretal (HT-29) humano, 

proposto por Kwak et al (2021), mostrou que 48 horas após o tratamento com SL houve uma 

expressão da colagenase ‐ 1 significativamente aumentada (p <0,05) e todas as dosagens de SL 

aumentaram significativamente a expressão de occludina e matrilisina-1 (MMP-7).  

 

2.3 Óleo Essencial de Melaleuca 

 

Os óleos essenciais (OEs) são agentes naturais e eficazes no controle de micro-

organismos que causam biodeterioração e doenças. Essas substâncias constituem uma 

importante fonte de compostos biologicamente ativos, que são misturas complexas constituídas 

principalmente por metabólitos secundários. Mais de 3.000 OEs foram identificados ou 

comercializados, devido ao seu uso frequente em cosméticos e aromas, bem como nas indústrias 

alimentícias, como especiarias, ou no preparo de bebidas. Eles também são amplamente 

conhecidos por seu uso na medicina tradicional como agentes antibacterianos, inseticidas, 

fungicidas, nematicidas, herbicidas, antioxidantes e anti-inflamatórios (Monzote et al., 2020). 

Entre os óleos essenciais, o óleo de Melaleuca tem sido um dos mais importantes, uma 

vez que tem demonstrado um amplo espectro de atividades biológicas. Esse óleo é extraído da 
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Melaleuca alternifolia (árvore do chá), uma pequena árvore da família Myrtaceae nativa da 

Austrália. Apesar de toda a sua estrutura, apenas as folhas contribuem para os constituintes do 

óleo da árvore do chá, que são extraídos por destilação a vapor. O óleo essencial resultante tem 

um odor medicinal canforáceo único e distinto (Kairey et al., 2023).  

Embora o óleo da árvore-do-chá possa ser fabricado a partir de outras espécies do 

gênero Melaleuca, a espécie M. alternifolia é responsável pela maior parte desse óleo essencial 

fabricado em todo o mundo, sendo assim, a forma mais comum disponível para compra (Kairey 

et al., 2023). 

O óleo essencial da árvore-do-chá pode ser classificado em três quimiotipos principais: 

terpinen-4-ol, terpinoleno e 1,8-cineol (Borotová et al., 2022), sendo o principal constituinte 

ativo o terpinen-4-ol. Esse quimiotipo terpinen-4-ol é um álcool monoterpênico natural com 

boas propriedades antimicrobianas. É eficaz contra S. aureus resistente à meticilina (Laughlin 

et al., 2008) e C. albicans resistente ao fluconazol (Mertas et al., 2015). 

Em virtude do potencial antimicrobiano, esse óleo essencial inibiu fortemente o 

crescimento de diferentes tipos de micro-organismos, incluindo Escherichia coli, Pseudomonas 

aeruginosa, Penicillium italicum Wehmer e Penicillium digitatum Sacc. Além disso, o óleo 

essencial de M. alternifolia demonstrou atividade antioxidante (Zhang et al., 2018). 

Outra propriedade observada é a atividade antibiofilme contra Pseudomonas 

fluorescens e Salmonella enterica, onde foi obtida degradação do espectro proteico após adição 

desse óleo essencial (Borotová et al., 2022). Esse composto também apresentou atividade 

antitumoral e pró-apoptótica (Di Martile et al., 2021). 

Diante das propriedades antimicrobianas, anti-inflamatórias e analgésicas do óleo da 

árvore-do-chá e a relativa segurança para uso tópico, o óleo da árvore-do-chá está sendo cada 

vez mais utilizado em produtos cosméticos e farmacêuticos (por exemplo, shampoos, sabonetes 

e sabonetes líquidos para o corpo, enxaguatórios bucais, bem como tratamentos sem receita 

para herpes labial, acne, queimaduras, picadas, piolhos e infecções fúngicas nas unhas) 

(Cordeiro et al., 2020). 

Ademais, tem sido utilizado em abordagem nanotecnológica para formular emulsões 

com propriedades bem definidas para a combinação de medicamentos antifúngicos de 

tioconazol e óleo essencial de Melaleuca alternifolia (Vörös-Horváth et al., 2020). Dessa 

forma, as boas propriedades biológicas do óleo essencial da árvore-do-chá permitem seu uso na 

indústria alimentícia ou na medicina como agente antioxidante e antimicrobiano (Borotová et 

al., 2022).   
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Coleta das amostras 

 

Para o isolamento e seleção das leveduras de interesse, durante o horário matutino e 

período chuvoso, foram coletados frutos das espécies Anacardium occidentale, Byrsonima 

crassifolia, Citrus reticulata e Platonia insignis de plantas presentes em sítios localizados nos 

Municípios de São José de Ribamar e São Luís, Maranhão. Os frutos selecionados para 

isolamento de leveduras encontravam-se em estágio intermediário de maturação. Os frutos 

colhidos foram armazenados em caixas térmicas com gelo e transportados ao Laboratório de 

Microbiologia Aplicada da Universidade CEUMA para posterior processamento. 

 

3.2 Isolamento e identificação de Leveduras 

 

Os frutos foram inicialmente higienizados com hipoclorito de sódio a 5% para 

isolamento de leveduras produtoras de CAS e lavados três vezes com água destilada estéril para 

remoção do hipoclorito de sódio. Posteriormente, aproximadamente 20 gramas de amostras de 

frutas foram inoculadas em frascos Erlenmeyer com adição de meio mineral mínimo (MM) 

contendo (em g/L) 1,0g K2HPO4; 1,0g KH2PO4; 0,2g MgSO4.7H2O; 1,0g NH4NO3; 0,002g 

CaCl2.2H2O; 0,2% de extrato de levedura com adição de 2% de óleo de girassol ou glicerol, 

como única fonte de carbono. O pH final do meio foi 7,2. 

Os frascos foram incubados a 30°C com agitação de 140 rpm durante sete dias. Após a 

incubação, 1 mL das culturas foi diluído em série em solução salina estéril (NaCl a 0,85%). 

Alíquotas de 50 µL de diluições decimais foram espalhadas na superfície do meio Sabouraud 

Dextrose Agar (SDA, Difco TM, Detroit, MI, EUA) para isolar, quantificar e caracterizar as 

colônias. 

Amostras de colônias de leveduras foram inoculadas em meio SDA para obtenção de 

cultura pura; posteriormente, foram realizados microcultivos para caracterização morfológica. 

As leveduras foram acondicionadas em tubos inclinados com meio SDA e armazenadas em 

criotubos a –80 ºC em caldo Sabouraud (Difco) com 20% de glicerol. 

A identificação de isolados de levedura baseada em MALDI-TOF MS foi realizada de 

acordo com Bruker Daltonics (Bremen, Alemanha) usando o protocolo de Aslani et al (2018). 
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3.3 Identificação de leveduras produtoras de CAS 

 

3.3.1 Caracterização da atividade emulsificante (E24) do sobrenadante da cultura 

 

Os isolados de leveduras foram inoculados a uma concentração inicial de 0,1 DO600 

nm (≈ 1X107 UFC/mL) em frascos Erlenmeyer de 50 mL de meio mineral mínimo (MM) 

contendo (em g/L) 1,0g K2HPO4; 1,0g KH2PO4; 0,2g MgSO4. 7H2O; 1,0g NH4NO3; 0,002g 

CaCl2.2H2O; 0,2% de extrato de levedura com adição de 2% de glicerol ou 2% de óleo de 

girassol (como fontes de carbono para produção de CAS conforme proposto por Monteiro et al. 

(2010), com modificações. Cada isolado de levedura foi incubado nas fontes de carbono para 

avaliar a produção de CAS. As culturas microbianas foram incubadas por até 144 horas a 30°C 

sob agitação a 140 rpm. Após a incubação, as culturas foram centrifugadas a 5.000 g por 10 

minutos e os sobrenadantes foram utilizados no teste de atividade emulsificante (E24).  

A atividade emulsificante foi determinada pelo índice de emulsificação (E24), no qual 

o sobrenadante foi aplicado diretamente em tubos de ensaio na proporção de 50% (2 mL) e 50% 

(2 mL) de diferentes substratos hidrofóbicos (azeite, óleo de girassol e pós-frituras, querosene, 

hexano e hexadecano). A mistura foi submetida à agitação em vórtex durante 2 min. Após 24 

h, a atividade emulsificante (E24) foi determinada dividindo a altura da camada emulsionada 

pelo tamanho total da mistura, expressa em porcentagem (Cameron et al., 1988, com 

modificações). Para os testes, ramnolipídeos (100 mg/mL) (Di-rhamnolipid, Sig-ma-Aldrich, 

St. Louis, MO, EUA), foi um controle positivo e o meio MM foi um controle negativo. Os 

testes de atividade emulsificante foram realizados em triplicata. 

 

3.3.2 Determinação da tensão superficial da água na presença de bioemulsificante 

 

A tensão superficial (TS) foi medida utilizando um tensiômetro tipo anel Du Nouy 

(Tensiômetro Manual, modelo k6, Krüss GmbH, Alemanha). A medição de TS foi realizada a 

20°C (com modificações). Para os testes, o Dodecilsulfato de sódio (SDS, 100 mg/L) foi o 

controle positivo e o meio MM foi o controle negativo. A medição de TS foi realizada a 20°C 

com modificações). A concentração de bioemulsificante utilizada variou de 0,01 mg/mL a 10 

mg/mL. O anel pendurado no gancho da balança estava imerso no líquido. Então, o anel foi 

puxado lentamente para cima, baixando a placa de amostra. Finalmente, a força aplicada ao 

anel durante a tração na superfície foi registrada. A medição foi repetida três vezes; o anel de 
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platina foi lavado três vezes com água destilada e três vezes com álcool entre as medições 

(Monteiro et al., 2010). Água destilada e meio não inoculado foram utilizados como controle 

negativo. 

 

3.4 Análise da composição química dos CAS 

 

Métodos padronizados foram utilizados para determinar a composição química do 

bioemulsificante. O teor de carboidratos foi determinado pelo método fenol-ácido sulfúrico de 

Dubois et al (1956), usando D-glicose como padrão. O conteúdo de proteína foi medido 

conforme descrito por Bradford et al (1976), utilizando albumina sérica bovina como padrão. 

O conteúdo lipídico foi estimado utilizando o kit de triglicerídeos mono reagente K117 – 

BIOCLIN. Todos os ensaios foram feitos em triplicata. A composição de carboidratos e lipídios 

do bioemulsificante (CAS) foi determinada por cromatografia gasosa e espectrometria de massa 

(CG-MS), utilizando o protocolo desenvolvido anteriormente por Monteiro et al (2010). 

 

3.5 Cinética de crescimento  

 

O inóculo foi preparado a partir de células de Candida krusei incubadas em meio ágar 

sabouraud por 24 h a 32 ºC, e lavadas com solução salina (NaCl 0,85, p/v). Após a lavagem, as 

células foram ressuspendidas em tubos plásticos de 50 mL contendo 20 mL de meio MM. 

Leituras da DO a 600 nm foram realizadas e os valores obtidos foram utilizados para a 

determinação do volume a ser transferido aos frascos de ensaio de modo a obter uma 

concentração final de 0,02 D.O, correspondente ao valor de Log10 UFC/mL de 3,32. 

Os experimentos foram conduzidos em frascos Erlenmeyer de 500 mL contendo 200 

mL de meio mínimo mineral adicionado de 2% de glicerol. Os frascos foram incubados a 32 ºC 

sob agitação contínua de 180 rpm por até 144 h. Amostras foram removidas em diferentes 

intervalos de tempo para determinação da concentração celular, produção do biossurfactante, 

taxa de produção volumétrica e atividade emulsificante. Os ensaios foram realizados em três 

repetições. 

Para avaliação da concentração celular, alíquotas foram retiradas, diluídas serialmente 

e plaqueadas em meio Sabouraud sólido para a determinação de UFC/mL, e os valores obtidos 

foram convertidos em Log10 de UFC/mL (Monteiro et al., 2010). Amostras do sobrenadante 

foram também avaliadas quanto à atividade emulsificante pelo índice de emulsificação (E24) 

como descrito no item 3.3.1. Os ensaios foram realizados em três repetições.  
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3.6 Estabilidade do CAS em diferentes concentrações de NaCl, MgCl2 e CaCl2, 

autoclavagem e variação de pH 

 

Os efeitos de diferentes concentrações (10%; 30% e 50%) de cloreto de magnésio 

(MgCl2), cloreto de sódio (NaCl) e cloreto de cálcio (CaCl2); da temperatura de 121° C por 15 

min (autoclavagem) e diferentes pH valores (3-10) foram analisados na atividade do CAS. A 

atividade emulsificante (E24) foi avaliada após ajuste do pH mínimo (Adetunji et al., 2020). 

 

3.7 Avaliação da atividade antimicrobiana 

 

 3.7.1 Teste de difusão de poço em ágar 

 

Os testes foram realizados de acordo com Johnson et al. (1995) com modificações para 

o estudo da atividade antimicrobiana do CAS. Para os ensaios, Escherichia coli ATCC 25922, 

Enterococcus faecalis ATCC 35218, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e Staphylococcus 

aureus ATCC 25923 foram semeados em Tryptic Soy Agar (TSA, Difco TM, Detroit, MI, 

EUA) por 24h a 30-37 °C. Posteriormente, os isolados foram suspensos em NaCl 0,9% e 

ajustados para igualar a turbidez padrão a 0,5 na escala McFarland (1,5x108 UFC/mL). As 

suspensões foram utilizadas para semeadura em meio TSA estabilizado a 37°C (0,1 mL de 

suspensão teste de micro-organismos/10 mL de meio). O meio de cultura TSA foi vertido em 

placas de Petri de 90 mm (20 mL de meio/placa) e deixado solidificar. Uma vez sólido o meio, 

foram confeccionados quatro poços de 9 mm de diâmetro e preenchidos com um volume de 

CAS produzidos por C. krusei, óleo essencial de Melaleuca e emulsão (mistura de CAS e óleo 

essencial de Melaleuca). As placas foram pré-incubadas durante uma hora à temperatura 

ambiente para assegurar uma difusão adequada e finalmente incubadas a 30-37 °C durante 24h. 

Halos de inibição avaliados em mm. Todos os testes foram realizados em triplicado. 

Para formar a emulsão entre o CAS e o óleo essencial de melaleuca (adquirido 

comercialmente), foram utilizados 50mg de CAS. Esta quantidade foi dissolvida em água 

estéril; posteriormente, essa solução foi aplicada diretamente em tubos de ensaio, na proporção 

(2 mL) da solução e (2 mL) de óleo essencial de Melaleuca. A mistura foi submetida a vórtex 

por 2 min, e a emulsão (OMBE4CK) formada foi utilizada nos testes. 
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3.8 Atividade antibiofilme 

 

3.8.1. Inibição da Formação de Biofilme em Poliestireno 

 

Suspensões de isolados formadores de biofilme foram preparadas de acordo com a 

metodologia estabelecida por Merghini et al (2017) com modificações. Para os ensaios, foram 

preparadas suspensões de cada isolado de E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853 e 

S. aureus ATCC 25923 em caldo Mueller-Hinton (Difco TM, Detroit, MI, EUA) acrescidos a 

5% de sacarose, na concentração celular de 0,5 na escala de turbidez de McFarland 

(1,5x108UFC/mL). Os bioemulsificantes foram diluídos em caldo Mueller-Hinton nas 

concentrações de 25 mg/mL, 12,5 mg/mL, 6,25 mg/mL, 3,12 mg/mL e 1,56 mg/mL, com 

volume final de 200 µL. Cada poço contendo o bioemulsificante recebeu 20 µL da suspensão 

bacteriana padronizada. A placa foi então incubada por 24 horas a 35±2°C. 

O conteúdo de cada poço foi aspirado e os poços foram lavados suavemente três vezes 

com 200 μL de solução salina tamponada com fosfato (PBS, pH 7,4) e as placas foram mantidas 

em temperatura ambiente para secar. A biomassa aderida foi fixada com 200 μL de metanol 

(PA 99% v/v) por 10 min. Em seguida, 200 μL de solução cristal violeta a 0,5% foram 

adicionados a cada poço. Posteriormente, o cristal violeta foi removido e os poços lavados três 

vezes com água destilada. Em seguida, foram adicionados 200 µL de álcool 95% (v/v) a cada 

poço e a DO do extrato de cristal violeta foi determinada em leitor de microplacas a 570 nm. 

Utilizando a fórmula abaixo, foi calculada a percentagem de inibição do biofilme. 

Porcentagem de inibição (%) = 100 - ((DO 570 nm do tratamento) / (DO 570 nm do 

controle) × 100). 

O estudo também avaliou a atividade da emulsão resultante da combinação do 

bioemulsificante e óleo essencial de Melaleuca (OMBE4CK) na inibição da formação de 

biofilme para cada bactéria. Para isso, seguiu-se o mesmo procedimento metodológico descrito 

no item 3.7.1. As concentrações utilizadas de OMBE4CK foram de 25 mg/mL, 12,5 mg/mL, 

6,25 mg/mL, 3,12 mg/mL e 1,56 mg/mL. 

 

3.8.2 Inibição da formação de biofilme em cateter de poliuretano 

 

3.8.2.1 Análise quantitativa  

Para a avaliação da inibição da formação de biofilme em cateter de poliuretano (sonda 

enteral – Embramed SP, Brasil), segmentos estéreis do dispositivo, com aproximadamente 4 
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cm, foram imersos em TSB contendo 0,5 x105UFC/mL de suspensões S. aureus 25923 e 

concentrações da emulsão OM4CK (25 mg/mL-1,56 mg/mL). Os fragmentos de cateter foram 

incubados por 24 horas a 37ºC. Após a incubação os cateteres foram lavados com 200 µl de 

salina estéril por 3 vezes e foram agitados no vórtex por 2 minutos. Cerca de 100 µl da última 

lavagem foram retirados para realização de diluições seriadas em salina estéril. Após as 

diluições (10-1, 10-2 e 10-3) 30 µl da amostra serão transferidas para superfície de placas Petri 

contendo meio TSA e as amostras homogeneizadas com alças de Drigalsky. Após a secagem 

das amostras, as placas serão incubadas por 24 horas a 37ºC. Após a incubação, as colônias 

foram contadas (Souza et al., 2015, com modificações). Todos os testes serão realizados em 

quadruplicata com 2 testes independentes. 

 

3.8.2.2 Análise semiquantitativa  

 

 Análise semiquantitativa da inibição da formação de biofilme em superfície de cateter 

de poliuretano foi realizada pela técnica de rolamento do segmento de cateter na placa de Petri 

contendo o meio TSA (Maki et al., 1977). 

 

3.8.3 Erradicação do biofilme 

 

A avaliação da influência do CAS nos biofilmes produzidos por E. coli ATCC 25922, 

P. aeruginosa ATCC 27853 e S. aureus ATCC 25923 foi realizada após a formação de 

biofilmes microbianos na superfície das placas de poliestireno de 96 poços, conforme 

metodologia estabelecida por Morais et al (2017) com modificações. Foram adicionados 200 

µL de Brain Heart Infusion (BHI, Difco TM, Detroit, MI, EUA) com 2% de sacarose a todos 

os poços, em seguida foram adicionados 10 µL de suspensão bacteriana padronizada na escala 

de McFarland (~0,5 x108 UFC/mL), o controle positivo foi realizado com adição de meio BHI 

+ sacarose, foram adicionados 10 µL de suspensão bacteriana. Para o controle negativo, foi 

adicionado apenas meio BHI com sacarose. 

As placas foram incubadas durante 48 horas a 37°C. Após a incubação, os poços foram 

lavados suavemente com 200 µL de solução salina estéril três vezes em cada poço, em seguida 

foram adicionados 200 µL de concentrações de 25 mg/mL; 12,5 mg/ml, 6,25 mg/ml; 3,12 

mg/mL; 1,56 mg/mL e incubado por 24 horas. Após a incubação, foi realizada lavagem com 

100 µL de solução salina (NaCl, 0,85%). Posteriormente, 100 µL de solução salina foram 

adicionados aos poços da placa e realizada a homogeneização. Foram retirados 50 µL do poço 
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e diluições decimais foram realizadas para plaqueamento das amostras. As células viáveis 

foram determinadas usando plaqueamento de microgotículas, para as quais aproximadamente 

10 µL foram transferidos para uma placa Tryptic Soy Agar (TSA, Difco TM, Detroit, MI, EUA) 

como uma gota; após a secagem, a placa foi incubada corretamente por 24 horas na estufa 

bacteriológica. Após a incubação das placas, foi realizada a contagem de Unidades Formadoras 

de Colônias (UFC/mL). 

O estudo também avaliou a atividade da emulsão resultante da interação entre o 

bioemulsificante e o óleo essencial de Melaleuca (OMBE4CK) na erradicação do biofilme de 

cada isolado. Para isso, seguiu-se o mesmo procedimento metodológico 3.7.1. As 

concentrações utilizadas de OMBE4CK foram 25 mg/mL; 12,5mg/mL; 6,25mg/mL; 3,125 

mg/mL e 1,56 mg/mL da emulsão. Todos os testes foram realizados em triplicado. 

 

3.9 Avaliação de citotoxicidade do bioemulsificante 

 

3.9.1 Utilização de células renais de macaco verde africano (VERO) 

 

O ensaio para avaliação da citotoxicidade do bioemulsificante foi realizado utilizando 

células renais de macaco verde africano (VERO), de acordo com Sieuwerts et al. (1995). Para 

o ensaio, as células foram lavadas com solução salina tamponada com fosfato e ressuspensas 

em solução de Dulbecco meio de cultura Eagle modificado (DMEM, Thermo Scientific, 

Erlangen, Alemanha) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) com 100 UI/mL de 

penicilina, 100 µg/mL de estreptomicina. A contagem celular foi realizada para determinar a 

célula número com um volume igual de azul de tripano. Resumidamente, 100 µL de DMEM 

com 10% de SFB foram adicionados à placa de 96 poços (TPP, Suíça). As células foram 

adicionadas aos poços (1,5 x 106 células por poço) e tratadas com BE4CK (1024 µg/mL – 2 

µg/mL) diluído em DMEM e PBS para o controle negativo. As placas foram incubadas por 24 

horas a 37 °C, 5% de CO2 e 90% de umidade em incubadora.  

Após a incubação, 20 µL de MTT (Brometo de 3-4,5-dimetiltiazol-2,5-difeniltetrazólio, 

Sigma-Aldrich) a 5 mg/mL foi adicionado em cada poço na placa de 96 poços e incubado por 

quatro horas em 37°C, 5% de CO2 e 90 % umidade incubadora. Após a incubação, 170 µL de 

meio com MTT foram removidos de cada poço e 100 µL de DMSO (Sigma-Aldrich, EUA) 

foram adicionados a cada poço para extrair e solubilizar o cristal de formazan. Finalmente, a 

placa foi lida no comprimento de onda de 570 nm usando TP-Reader Plus (ThermoPlate, 

China). Cada concentração de extrato (flavonóides) foi testada em triplicata em dois 
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experimentos independentes. A fórmula a seguir calculou a porcentagem de proliferação: 

[amostra DO – controle DO] × 100% Proliferação = controle DO. 

 

3.9.2 Utilização de modelo alternativo de Tenebrio molitor 

 

Para avaliar o efeito tóxico do CAS e OE Melaleuca em modelo in vivo alternativo foram 

utilizadas larvas do inseto Tenebrio molitor, família Tenebrionidae (Edosa et al., 2020). As 

larvas com pesos próximos de 100 mg foram randomizadas em grupos de 10 larvas por grupo. 

Antes da inoculação do CAS e a emulsão resultante da mistura do bioemulsificante e óleo 

essencial de Melaleuca, as cutículas das larvas foram higienizadas com álcool 70%. Após todo 

o procedimento de higienização das larvas, foram inoculados 10µL do OE Melaleuca e, com 

auxílio de uma seringa de insulina estéril. As larvas foram mantidas em placas de Petri estéril, 

sendo avaliadas a sobrevivência e melanização diariamente, por 5 dias. A curva de 

sobrevivência foi determinada com base na ausência de movimento e melanização total das 

larvas. Para o controle negativo, foram injetados 10µL de tampão fosfato salino (PBS, 1%, pH 

7,1) estéril. 

 

3.10 Análise estatística 

 

Os dados foram submetidos para análise estatística utilizando o procedimento ANOVA 

unidirecional do GraphPad Prism (versão 8.0.2). Todos os resultados duplicados são expressos 

como média ± desvio padrão. As diferenças foram examinadas pelo teste de Tukey, com nível 

de significância de 95%. O nível de significância foi estabelecido em p < 0,05, p < 0,001 e p < 

0,0001. 

 

4 RESULTADOS 

 

4.1 Isolamento de leveduras produtoras de compostos ativos de superfícies  

 

No presente estudo, foi realizado o isolamento de leveduras (n=13) a partir de frutos 

identificados como Anacardium occidentale, Byrsonima crassifólia, Citrus reticulata e 

Platonia insignis (Tabela 2). MALDI-QTOF-MS identificou as cepas de levedura como 

Candida metapsilosis e Candida krusei. 
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Tabela 2- Leveduras isoladas de frutos e substrato como única fonte de carbono para 

crescimento. 

Fruta Nome popular Identificação Substrato 

Anacardium occidentale Caju Candida krusei C1CK Glicerol 

Anacardium occidentale Caju Candida krusei C2CK Glicerol 

Byrsonima crassifolia Murici Candida krusei M1CK Glicerol 

Byrsonima crassifolia Murici Candida krusei M2CK Glicerol 

Byrsonima crassifolia Murici Candida krusei M3CK Glicerol 

Byrsonima crassifolia Murici Candida krusei M4CK Glicerol 

Byrsonima crassifolia Murici Candida metapsilosis M1CM Óleo de Girassol 

Byrsonima crassifolia Murici Candida metapsilosis M2CM Óleo de Girassol 

Citrus reticulata Tangerina Candida metapsilosis T2CM Óleo de Girassol 

Platonia insignis Bacuri Candida metapsilosis B1CM Glicerol 

Platonia insignis Bacuri Candida metapsilosis B2CM Glicerol 

Platonia insignis Bacuri Candida metapsilosis B3CM Glicerol 

Platonia insignis Bacuri Candida metapsilosis B4CM Óleo de Girassol 

 

As leveduras isoladas foram inoculadas separadamente em meio mineral mínimo 

contendo óleo de girassol e glicerol na concentração de 2%. A tabela 2 demonstra a melhor 

fonte de carbono e energia para o crescimento. 
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4.2 Triagem e identificação de micro-organismos produtores de CAS 

 

4.2.1 Determinação da atividade emulsificante (E24) 

 

Este estudo teve como objetivo investigar as propriedades de emulsificação do composto ativos de superfícies, portanto o teste E24 foi 

utilizado principalmente para determinar a presença de CAS nas amostras. O isolado de levedura mais eficiente na produção de compostos ativos 

de superfícies com atividade emulsionante para diversas fontes de carbono foi isolado do fruto Byrsonima crassi-folia, popularmente conhecido 

como murici, e identificado como Candida krusei M4CK. E24 foi determinado e os valores foram indicados (Tabela 3). Os CAS produzidos por C. 

krusei M4CK foram os únicos que apresentaram atividade emulsificante em todas as fontes de carbono. 

 

Tabela 3 - Valores de E24 de leveduras isoladas de frutos Anacardium occidentale, Byrsonima crassifolia, Citrus reticulata e Platonia insignis. 

N- Não apresentou E24. 

 

Substratos E24 

C1CK C2CK M1CK M2CK M3CK M4CK M1CM M2CM T2CM B1CM B2CM B3CM B4CM 

Óleo de girassol 50% 50% N 55% N 56,75% N N N N N N N 

Óleo de oliva N 48% N 56.75% 36% 55% N 35% N N 50% N N 

Óleo de fritura N 50% N 50% 33% 50% N 33% N N 51% N N 

Querosene 60% 51% 64% N 46% 68,5% 40% 33% 37% 37% N N N 

Hexano 60% 50% 37% N N 63,6% N N 33% N 62,5% N N 

Hexadecano 48% 49% 32.5% 62.9% N 63,95% N N N N 62% N N 
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A atividade de emulsificação dos CAS contidos no sobrenadante do meio MM com 

glicerol como fonte de carbono foi apreciável. Os CAS, denominados Candida krusei M4CK, 

apresentaram valores de E24 de 55%; 56,75%; 50%; 68,5%; 63,6% e 63,95% para azeite, óleo 

de girassol, óleo de fritura (usado), querosene, hexano e hexadecano, respectivamente (Figura 

3).  

 

Figura 3-Atividade emulsificante (E24) apresentada por 

CAS produzidos por Candida krusei M4CK em diferentes 

compostos hidrofóbicos. 
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Os valores indicam a média, enquanto as barras de erro 

representam o desvio padrão (DP). 

 

4.2.2 Determinação da tensão superficial 

 

A produção de biossurfactantes e bioemulsificantes por isolados de leveduras pode ser 

identificada indiretamente através da atividade superficial e da atividade emulsificante. Os 

valores da tensão superficial final (mN/m), no meio após o crescimento celular, foram 

determinados utilizando um tensiômetro e variaram de 44 a 62 mN/m (Tabela 4). 

Neste estudo, foi observado que o composto produzido por Candida krusei M4CK, com 

melhor E24 para todas as fontes de carbono, apresentou redução na tensão superficial de 72 

mN/m para 44 mN/m. Este resultado não demonstrou redução na tensão superficial para valores 

abaixo de 30 mN/m. Por esse motivo foi caracterizado como bioemulsificante (Lin et al., 2022) 

e foi denominado de BE4CK. 
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Tabela 4 - Determinação da tensão superficial final (mN/m) em meio após 

cepas de leveduras de crescimento celular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

mN/m -Milinewton por metro 

 

4.3 Determinação da composição química 

 

As análises da composição química do CAS (BE4CK) revelaram a presença de 

carboidratos (46%), proteínas (38%) e menor quantidade de partes lipídicas (3%). 

As frações cromatográficas do bioemulsificante BE4CK mostraram que o principal 

ácido graxo foi o ácido 9-octadecenóico (58,43%), seguido pelo estearato de metila (16,72%) 

e ácido hexadecanóico (13,44%) (Tabela 5). Os ácidos graxos detectados foram fornecidos 

somente após hidrólise da amostra do BE4CK. 

 

Tabela 5- Composição de ácidos graxos de bioemulsificante (BE4CK) isolado de Candida 

krusei M4CK 

Ácidos graxos (%) 

Ácido hexadecanóico 13,44% 

Ácido (9Z,12Z) -Octadeca-9,12-dienóico 9,58% 

Ácido 9-octadecenóico 58,43% 

Estearato de Metila 16,72 

 

O composto BE4CK apresenta em sua estrutura oito tipos de carboidratos, 

caracterizados como ramnose, ribose, frutose, arabinose, xilose, manose, glicose e galactose.  

No entanto, os monossacarídeos como manose (84,26%) e glicose (15,74%) foram mais 

predominantes (Anexo A). 

 

Leveduras Substrato 
Tensão superficial 

mN/m 
Candida krusei C1CK Glicerol 55 

Candida krusei C2CK Glicerol 55.2 

Candida krusei M1CK Glicerol 54.5 

Candida krusei M2CK Glicerol 55.2 

Candida krusei M3CK Glicerol 56.2 

Candida krusei M4CK Glicerol 44 

Candida metapsilosis M1CM Óleo de Girassol 45 

Candida metapsilosis M2CM Óleo de Girassol 46 

Candida metapsilosis T2CM Óleo de Girassol 56.4 

Candida metapsilosis B1CM Glicerol 59.3 

Candida metapsilosis B2CM Glicerol 56 

Candida metapsilosis B3CM Glicerol 52 

Candida metapsilosis B4CM Óleo de Girassol 62 
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4.4 Cinética de crescimento 

 

O crescimento de Candida krusei M4CK, atividade emulsificante e produção de 

bioemulsificante em meio mineral suplementado com 2% de glicerol são mostrados na figura 

4. Para o isolado, a E24 segue um crescimento exponencial da fase de crescimento. Cerca de 

52,3% da atividade E24 em querosene foram obtidos na fase de crescimento exponencial nas 

primeiras 40h. Após este período, a atividade E24 aumentou, atingindo um percentual ≥ 60% no 

período de 60h – 144h. Esses resultados indicam que a atividade de emulsificação está 

associada ao crescimento. A melhor estabilidade e maior atividade de emulsificação foram 

alcançadas às144 horas (Figura 4). 

 

Figura 4-Cinética de crescimento celular por Candida Krusei M4CK e atividade emulsificante 

por BE4CK. 
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4.5 Avaliação da estabilidade do bioemulsificante 

 

4.5.1 Efeito da temperatura na atividade emulsificante (E24) 

 

Após ser submetido ao processo de autoclavagem a 120 °C por 15 minutos, o BE4CK 

apresentou estabilidade e manutenção de propriedades emulsificantes, uma vez que emulsificou 

todas as fontes hidrofóbicas utilizadas (Figura 5). A E24 do bioemulsificante foi de ≥ 50% em 

óleo de oliva e girassol, enquanto para os hidrocarbonetos querosene, hexano e hexadecano foi 

maior que 60%. Verificou-se que, para o óleo de fritura (E24 de 40%) houve uma redução de 

10% da atividade emulsificante primária (Figura 5). 
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Figura 5- Atividade emulsificante (E24) do BE4CK após 

aquecimento de 120°C. 
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Os valores indicam a média, enquanto as barras de erro representam 

o desvio padrão (DP). 

 

4.5.2 Efeito do pH na atividade emulsificante 

 

O CAS produzido por C. krusei apresentou atividade emulsificante para diferentes 

fontes em pH ácidos e básicos (figura 6). Em pHs ácidos (3-6), a atividade de emulsificação foi 

≥ 44% para todos os substratos (girassol, oliva e querosene), enquanto em pHs básicos a 

emulsificação foi caracterizada apenas para os hidrocarbonetos de querosene. Nesta fonte, não 

houve variações acentuadas da E24 nas faixas de pH 3 a 9. A partir do pH oito, o 

bioemulsificante produzido pela linhagem C. krusei M4CK conseguiu emulsificar apenas o 

querosene (Figura 6). Na faixa do pH 10 (dados não demonstrados) não houve estabilidade da 

emulsificação para nenhuma das fontes. 
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Figura 6-Atividade emulsificante (E24) de BE4CK em diferentes faixas de pH. 
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Os valores indicam a média, enquanto as barras de erro representam o desvio padrão. pH: potencial 

hidrogeniônico. 

 

4.5.3 Efeito da salinidade na atividade emulsificante 

 

Observou-se que a E24 do bioemulsificante em concentrações (10%; 30% e 50%) de 

sais de cloreto de magnésio (MgCl2), cloreto de sódio (NaCl) e cloreto de cálcio (CaCl2) teve 

atividade que variava entre 40% - 55% em óleos vegetais (girassol e oliva) e para o querosene 

um percentual ≥ 56%.  Em todos os tipos e concentrações de sais, o maior valor de E 24 foi 

obtido com querosene, enquanto o menor foi registrado com óleo de oliva (Figura 7).  

A estabilidade da atividade emulsificante (E24) foi mantida em concentrações de 50% 

dos sais, porém foi verificado que, à medida que a salinidade aumentava, houve uma pequena 

redução na taxa de emulsificação. Entretanto, a mudança de concentrações de sais parece não 

ter impacto significativo nos valores de E24 (Figura 7). 
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Figura7-Estabilidade da atividade emulsificante em diferentes concentrações 

de sais. 
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(A) MgCl2: Cloreto de magnésio; (B) NaCl: Cloreto de Sódio; (C) CaCl2: Cloreto de Cálcio. 

Os valores são a média ± DP de três experimentos independentes. 

 

4.6 Determinação da atividade antimicrobiana  

 

 4.6.1 Atividade antimicrobiana em difusão em ágar 

 

Ao avaliar a atividade antimicrobiana através do ensaio de difusão em ágar (Figura 8), 

constatou-se que os isolados de E. coli ATCC 25922, E. faecalis ATCC 35218, P. aeruginosa 

ATCC 27853 e S. aureus ATCC 25923 foram significativamente sensíveis ao óleo essencial de 

Melaleuca considerando p < 0,05 (Tabela 6). No caso do BE4CK, o crescimento dos micro-

organismos não foi afetado.  

A emulsão OMBE4CK, resultante da mistura do bioemulsificante e óleo essencial de 

Melaleuca, apresentou aumento na zona de inibição de crescimento, correspondendo a 34,5 mm 

para E. coli ATCC 25922. Em comparação, o óleo de Melaleuca sozinho formou uma zona de 
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inibição de 28,5 mm para este micro-organismo. Assim, a combinação dos compostos 

apresentou atividade antimicrobiana, tornando a E. coli ATCC 25922 mais sensível (Tabela 6 

e Figura 8). 

Ao contrário do BE4CK, a emulsão OMBE4CK e o óleo essencial de Melaleuca 

apresentaram atividade inibitória significativa contra E. coli ATCC 25922, E. faecalis ATCC 

35218 e S. aureus ATCC 25923. A emulsão não conseguiu inibir o crescimento de P. 

aeruginosa ATCC 27853. 

 

Tabela 6- Atividade antimicrobiana do óleo essencial de Melaleuca, bioemulsificante 

isoladamente e da combinação de BE4CK e OMBE4CK (emulsão) contra micro-organismos. 

 

Composto 

Atividade antimicrobiana (mm) 

E. coli 

ATCC 25922 

E. faecalis 

ATCC 35218 

P. aeruginosa 

ATCC 27853 

S. aureus 

ATCC 25923 

BE4CK (25 mg/mL) N N N N 

Óleo essencial Melaleuca  28.5 ± 2.1 26 ± 1.4 17 ± 2.8 33.5 ± 0.7 

OMBE4CK 34.5 ± 6.3 14.5 ± 2.1 N 24 ± 1.4 

N - Sem atividade antimicrobiana. Os valores são a média ± Desvio padrão (DP) de três experimentos 

independentes. (p < 0,05) – diferença significativa em relação aos compostos. 

 

 

Figura 8- Atividade antimicrobiana do BE4CK e emulsão (OE 

Melaleuca e BE4CK- OMBE4CK) por difusão em ágar frente 

E. coli ATCC 25922. 

 
Fonte: de autoria própria. 
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4.7 Determinação da atividade antibiofilme 

 

4.7.1 Inibição da formação de Biofilme em poliestireno 

 

O potencial antibiofilme do bioemulsificante BE4CK produzido por C. krusei M4CK 

foi determinado pela sua capacidade de prejudicar e inibir a formação de biofilme por S. aureus 

ATCC 25923, E. coli ATCC 25922 e P. aeruginosa ATCC 27853 (Figura 9 A, B e C). A 

atividade mais significativa foi na concentração de 25 mg/mL, aplicado nesta concentração, 

BE4CK mostrou potencial inibitório significativo (p <0,001) contra S. aureus ATCC 25923 

(71%), E. coli ATCC 25922 (75%) e P. aeruginosa ATCC 27853 (51%). Mesmo em 

concentrações mais baixas (1,56 mg/L–3,12 mg/L), foi capaz de inibir a formação de biofilme 

por S. aureus ATCC 25923 (40% –16%), E. coli ATCC 25922 (34%–18%) e P. aeruginosa 

ATCC 27853 (26–16%), respectivamente. 

 

Figura 9-Atividade inibitória do BE4CK na formação de biofilme por 

micro-organismos na superfície de poliestireno. 
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(A) S. aureus ATCC 25923; (B) E. coli ATCC 25922; (C) P. aeruginosa ATCC 27853. Os 

valores são a média ± DP de três experimentos independentes. * (p < 0,05), **(P< 0,001), 

*** (p < 0,001), **** (p < 0,0001) - diferença significativa em relação as concentrações. 
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A capacidade da emulsão OMBE4CK resultante da combinação do bioemulsificante 

BE4CK e óleo essencial de Melaleuca em reduzir a formação de biofilme por S. aureus ATCC 

25923, E. coli ATCC 25922 e P. aeruginosa ATCC 27853 foi avaliada utilizando placas de 

microtitulação de 96 poços (Figura 10 A–C). 

Para ambos os isolados, o uso de emulsificação em todas as concentrações resultou em 

inibição significativa da formação de biofilme (p < 0,05). Uma inibição de biofilme de 77% 

para S. aureus ATCC 25923 (Figura 10A), 85% para E. coli ATCC 25922 (Figura 10B) e 74% 

para P. aeruginosa ATCC 27853 (Figura 10C) foi obtida usando a concentração de 25 mg/mL 

(p < 0,001). A atividade antibiofilme da emulsão (25 mg/mL - 1,56 mg/mL) diminuiu 

gradualmente em baixas concentrações (3,12 mg/mL e 1,56 mg/mL), resultando em um efeito 

inibitório de 49% e 34% para S. aureus ATCC 25923 (Figura 10A); 20% e 7% para E. coli 

ATCC 25922 (Figura 10B); e 31% e 15% para P. aeruginosa ATCC 27853 (Figura 10C), 

respectivamente. Com base nestes resultados, a emulsão produziu um efeito antibiofilme 

significativo contra ambos os patógenos. 

 

Figura 10- Atividade inibitória da emulsão OMBE4CK na formação 

de biofilme por micro-organismos em superfície de poliestireno. 
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(A) S. aureus ATCC 25923, (B) E. coli ATCC 25922, (C) P. aeruginosa ATCC 27853. 

OMBE4CK- Bioemulsificante e óleo essencial Melaleuca.  Os valores são a média ± DP 

de três experimentos independentes. * (p < 0,05), **(P< 0,001), *** (p < 0,001), **** (p < 

0,0001) - diferença significativa em relação as concentrações. 
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4.7.2 Inibição da formação de Biofilme em cateter de poliuretano 

 

4.7.2.1 Análise quantitativa 

 

O potencial antibiofilme da emulsão foi determinado por sua capacidade de inibir a 

formação de biofilme por S. aureus ATCC 25923 em cateter enteral, que corresponde a um 

dispositivo médico de poliuretano (Figura 11).  Na concentração de 25 mg/mL, a emulsão 

mostrou um potencial inibitório significativo (p <0,001) de 43% para S. aureus ATCC 25923. 

Enquanto em concentrações mais baixas (12,5 mg/mL - 3,12 mg/mL), a atividade antibiofilme 

da emulsão diminuiu gradualmente, resultando em um efeito inibitório variando 

significativamente (p < 0,05) entre 14% e 27%. Enquanto na menor concentração (12,5%) da 

emulsão, não houve um efeito inibitório significativo, apenas 2% do biofilme formado em 

cateter por S. aureus ATCC 25923 foi inibido (Figura 11). 

 

Figura 11- Atividade inibitória da emulsão (OMBE4CK) 

na formação de biofilme em superfície de cateter por S. 

aureus ATCC 25923. 
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* (p < 0,05), *** (p < 0,001), **** (p < 0,001) - diferença significativa 

em relação as concentrações. 

 

4.7.2.2 Análise semiquantitativa 

 

Através do método semiquantitativo de rolamento de cateteres em placa de Petri 

contendo TSA, fragmentos de cateter expostos à concentração máxima de 25 mg/mL da 
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emulsão OMBE4CK obtiveram um percentual de 4% de contaminação (com crescimento 

<15UFC/placa) por S. aureus ATCC 25923, enquanto nas concentrações menores (12,5 mg/mL 

-1,56 mg/mL) houve uma variação de 23% a 94% da colonização (com crescimento ≥15 

UFC/placa) de S. aureus ATCC 25923 a superfícies de poliuretano de cateter (Tabela 7). Assim, 

verifica-se que a inibição de biofilme depende da concentração da emulsão. 

 

Tabela 7- Quantitativo de UFC/mL de S. aureus ATCC 25923 em superfície de cateter. 

Emulsão 

(mg/mL) 

UFC/placa 

        Nº                     % 

Classificação 

 

25 mg/mL 14 4% Contaminação 

12,5 mg/mL 71 23% Colonização 

6,25 mg/mL 83 26% Colonização 

3,12 mg/mL 213 68% Colonização 

1,56 mg/mL 

Controle 

295 

314 

94% 

100% 

Colonização 

Colonização 

UFC/mL: Unidade Formadora de Colônias por militro. 

 

4.7.3 Erradicação de Biofilme 

 

Biofilmes formados por S. aureus ATCC 25923, E. coli ATCC 25922 e P. 

aeruginosa ATCC 27853 em 48 horas e tratados com bioelmusificante BE4CK foram 

rompidos efetivamente na concentração mais alta (25 mg/mL). Nesta concentração, a 

dispersão dos biofilmes formados por esses micro-organismos variou de 55% a 10%, 

enquanto na concentração mais baixa (1,56 mg/mL) variou de 36% a 2% (Figura 12A, 

B e C). 

O biofilme formado por S. aureus ATCC 25923 foi suscetível à ação do BE4CK 

em todas as concentrações utilizadas (Figura 12A). Nas concentrações de 25 mg/mL a 

3,12 mg/mL, o composto promoveu taxas de erradicação variando de 54% a 55%. 

Enquanto na concentração mais baixa (1,56 mg/mL), removeu 36% do biofilme pré-

formado. O aumento na concentração de BE4CK não promoveu diferenças 

significativas na remoção do biofilme de S. aureus ATCC 25923. Assim, a erradicação 

do biofilme não dependeu da concentração do BE4CK. 
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A ação do BE4CK no biofilme de E. coli ATCC 25922 e P. aeruginosa ATCC 

27853 apresentou resultados pouco eficazes comparado a S. aureus ATCC 25923 

(Figura 12B, C). Os biofilmes pré-formados foram significativamente (p < 0,05) 

erradicados nas concentrações de 25 mg/mL a 1,56 mg/mL de BE4CK, com redução de 

biofilme variando de 29 a 26% de E. coli ATCC 25922 (Figura 12B) e 10 a 2% para P. 

aeruginosa ATCC 27853 (Figura 12C). 

 

Figura 7- Erradicação de biofilme por Bioemulsificante BE4CK frente 

micro-organismos. 
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(A) S. aureus ATCC 25923, (B) E. coli ATCC 25922, (C) P. aeruginosa ATCC 

27853.OMBE4CK- Bioemulsificante e óleo essencial Melaleuca.  Os valores são a 

média ± DP de três experimentos independentes. * (p < 0,05), **(P< 0,001) - diferença 

significativa em relação as concentrações. 

 

A emulsão OMBE4CK promoveu dispersão significativa (p < 0,0001) do biofilme em 

todos os micro-organismos testados (Figura 13A-C). Os biofilmes formados por S. aureus 

ATCC 25923 foram totalmente (100%) erradicados em todas as concentrações (1,56 mg/mL a 

25 mg/mL) da emulsão (dados não mostrados). O biofilme pré-formado por E. coli ATCC 

25922 e P. aeruginosa 27853 foi removido inteiramente (p < 0,0001) apenas nas concentrações 
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de 25 mg/mL – 6,25 mg/mL, enquanto nas concentrações de 3,12 mg/mL e 1,56 mg/mL, a 

remoção do biofilme variou de 77% a 39% para E. coli ATCC 25922 (Figura 13A) e 52% a 

39% para P. aeruginosa 27853 (Figura 13B). 

 

Figura 13- Erradicação de biofilme por emulsão OMBE4CK frente a micro-

organismos. 
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(A)  E. coli ATCC 25922, (B) P. aeruginosa ATCC 27853.Os valores são a média ± DP 

de três experimentos independentes. *** (p < 0,001), **** (p < 0,0001) - diferença 

significativa em relação as concentrações. 

 

4.8 Avaliação da citotoxicidade do bioemulsificante 

 

4.8.1 Utilização de células renais de macaco verde africano (VERO, ATCC) 

 

Pelo teste de toxicidade, BE4CK não apresentou toxicidade em células VERO nas 

concentrações de 1024 µg/mL–2 µg/mL, e o percentual de viabilidade celular foi ≥ 88,89% 

(Figura 14). 
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Figura 14- Avaliação da citotoxicidade do bioemulsificante 

BE4CK (1024 µg/mL – 2 µg/mL) em células VERO. 

 

Os valores são a média ± Desvio padrão (DP) de três experimentos 

independentes. (p < 0,05) – diferença significativa em relação às 

concentrações. 

 

 

4.8.2 Utilização de larvas de Tenebrio molitor 

 

As taxas de sobrevivência de T. molitor foram avaliadas durante 7 dias após a exposição 

da larva ao BE4CK e OMBE4CK (Figura 15A, B). As taxas de sobrevivência de larvas de T. 

molitor não diferiram significativamente para todas as concentrações de BE4CK (Figura 17A). 

Nas concentrações de 25 mg/mL e 12,5 mg/mL não houve variação no percentual de 

sobrevivência, no entanto, nas concentrações de 6,25 mg/mL a 1,56 mg/mL a taxa de 

sobrevivência foi reduzida de 100% (controle) para 90%. Dessa forma, verificou-se que as 

diferentes concentrações do BE4CK não apresentaram efeitos tóxicos sobre larvas de T. 

molitor durante os sete dias, após aplicação. 

Em contraste, a emulsão OMBE4CK foi significativamente tóxica para larvas de T. 

molitor (Figura 15B), levando uma mortalidade de 100% nas concentrações de 25 mg/mL e 

12,5 mg/mL. Enquanto a taxa de sobrevivência nas concentrações de 6,25 mg/mL; 3,125 

mg/mL e 1,56 mg/ml, respectivamente, foi de 10%; 40% e 50%; sete dias após a exposição. 
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Figura 15- Avaliação da citotoxicidade do bioemulsificante BE4CK e emulsão OMBE4CK 

em Tenebrio molitor. 
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5 DISCUSSÃO 

 

No presente estudo, foi realizado o isolamento de leveduras da espécie Candida krusei 

e Candida metapsilosis (n=13) a partir de frutos.  As leveduras estão amplamente presentes no 

ambiente, e muitas delas colonizam solos, alimentos, superfícies de folhas e flores (Gallone et 

al., 2018). Dentre as leveduras, o isolado mais eficiente na produção de compostos ativos de 

superfície com atividade emulsificante frente a diversos substratos foi Candida krusei M4CK.  

Candida krusei é uma levedura ascomicética dimórfica, que habita a membrana mucosa 

de indivíduos saudáveis e são amplamente distribuídos na natureza. Além disso, são 

frequentemente identificadas na fermentação do cacau em diversos locais (Chagas Junior et al., 

2021). Apesar de ser a mesma levedura, publicações relacionadas a aplicações industriais 

geralmente usam os nomes de espécies P. kudriavzevii, E. orientalis ou C. glycerinogenes em 

preferência a C. krusei, em virtude das conotações negativas de segurança do uso de um 

patógeno em um contexto biotecnológico ou alimentar (Douglas et al., 2018).  

Neste estudo, o micro-organismo Candida krusei M4CK foi isolado do fruto Byrsonima 

crassifólia, popularmente conhecido como murici, fruto originário das Américas Central e do 

Sul, e tem sido utilizado para produção de alimentos e medicina popular (Pires et al., 2021). O 

isolamento de leveduras com potencial para produzir compostos ativos de superfícies indica 

que os produtores de CAS estão amplamente distribuídos nas superfícies, encontrados 

internamente na polpa de diversos frutos e plantas, e têm potencial para uso em sistemas 

emulsificantes e diferentes processos biotecnológicos (Konish et al., 2014; Silva et al., 2022). 

Para a produção desses compostos, a levedura Candida krusei M4CK apresentou melhor 

crescimento e desempenho na produção de CASs com glicerol como fonte de carbono e energia, 

como o tipo de fonte de carbono também desempenha um papel crítico na produção de CAS 

por micro-organismos (Bhaumik et al., 2020), verificou-se que a absorção de glicerol pode 

ajudar a otimizar os processos de produção de biossurfactantes glicolipídios, como a produção 

de SL por leveduras S. bombicola (Claus et al., 2021).  

Assim como o presente estudo, o glicerol foi relatado como uma das melhores fontes de 

carbono para a produção de glicolipídeos por Pseudomonas sp. (Phulpoto et al., 2020) e 

substrato adequado para maior produção e máxima atividade emulsificante de bioemulsificante 

produzidos por Bacillus sp. (Rulli et al., 2019). Estes dados indicam que fontes de carbono 

podem alterar a estrutura dos biosurfactantes e bioemulsificantes produzidos e, 

consequentemente, suas propriedades emulsificantes (Sarubbo et al., 2006). 
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Tal propriedade foi demonstrada para o bioemulsificante (BE4CK) de C. krusei M4CK, 

o qual apresentou atividade emulsificante igual ou superior a 50% em óleo de oliva, girassol e 

pós-fritura, e hidrocarbonetos como querosene, hexano e hexadecano. As melhores atividades 

emulsificantes do CAS foram demonstradas na presença de hidrocarbonetos como querosene, 

hexano e hexadecano, nos quais um E24 ≥ 63,6% foi alcançado. Segundo Willumsen e Karlson 

(1997), valores de E24 iguais ou superiores a 50% são considerados significativos, e para Bosch 

e colaboradores (1998), uma emulsão com esse valor é considerada estável. 

Essa biomolécula BE4CK pode ser classificada como um biopolímero anfifílico que 

contém monossacarídeos (manose e glicose) e grupos alifáticos de cadeia longa, como ácido 9-

octadecenóico e ácido hexadecanóico, em sua estrutura polimérica e é eficaz na emulsificação 

de querosene. A emulsificação para BE4CK pode ser alcançada através da interação de 

hidrofóbicos (ácidos graxos) com hidrocarbonetos e da interação de hidrofílicos 

(monossacarídeos) com moléculas de água. Além disso, por se tratar de um polímero, há maior 

probabilidade de interação devido ao fenômeno esteárico, que pode levar a uma camada de 

emulsificação mais significativa dos hidrocarbonetos derivados do petróleo do que dos óleos 

vegetais. Acredita-se que haja um equilíbrio mais marcante de forças que estabilizam as 

emulsões de querosene, proporcionando uma camada emulsionada mais elevada (Rehman et 

al., 2021).  

Semelhante aos resultados apresentados, soforolipídeos sintetizados por leveduras do 

gênero Meyerozyma sp. foram capazes de emulsionar hidrocarbonetos (querosene, hexano e 

hexadecano) e azeite e petróleo bruto, a atividade emulsificante para esses compostos foi mais 

significativa que 60% (Rehman et al., 2021). Emulsões com atividades superiores a ≥ 60% 

também foram registradas para CAS de levedura da espécie Yarrowia lipolytica frente a vários 

substratos hidrofóbicos, incluindo hexadecano, hexano, benzeno, querosene e óleo diesel 

(Yalçin et al., 2018). Biossurfactantes das linhagens de leveduras Candida albicans e Candida 

glabrata mostraram atividade emulsificante variada em diferentes tipos de óleos vegetais. Essas 

biomoléculas apresentaram atividade E24 de 49% para azeite de oliva e 51% para soja (Gaur et 

al., 2019), assemelhando-se aos achados deste estudo, pelo qual foram obtidos valores 

aproximados de E24 frente aos óleos vegetais como óleo de oliva, girassol e fritura. 

Além da propriedade emulsificante, o valor de redução de tensão superficial semelhante 

ao obtido no ensaio com BE4CK, foi observado para Candida tropicalis cultivada em n-

hexadecano, que produziu um emulsificante extracelular capaz de reduzir a tensão superficial 

de água de 70 mN/m a 49,5 mN/m. O mesmo composto emulsificou vários hidrocarbonetos, 

incluindo hidrocarbonetos aromáticos (Singh e Desai, 1989). Outras leveduras produtoras de 
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CAS foram identificadas como Yarrowia lipolytica, Trichosporon mycotoxinivorans e 

Meyerozyma caribbica que, apesar de produzirem potentes bioemulsificantes com altos valores 

de emulsificação em hidrocarbonetos, não reduziram a tensão superficial de água quando 

testadas (Souza e Col, 2012; Domingues et al., 2017; Bhaumik et al., 2020).  

E24 segue crescimento exponencial para C. krusei M4CK desde a fase de crescimento 

até 144 h, obtendo maior atividade emulsificante entre 60 h e 100 h na fase estacionária. Estes 

dados mostraram uma correlação linear entre a possível concentração celular e a atividade 

emulsificante. Este comportamento pode ser explicado pelo fato de que o emulsificante está 

sendo produzido para melhorar a assimilação da fonte de carbono. Na produção associada ao 

crescimento, existem relações paralelas entre o crescimento, a utilização de substratos e a 

produção de compostos tensoativos ou tensoativos (Bhaumik et al., 2022; Liepins et al., 2021; 

Desai e Bannat, 1997). A Cinética de produção de bioemulsificantes está associada ao 

crescimento celular, também foi relatada para as espécies de leveduras Geotrichum sp.  

(Monteiro et al., 2010). 

A eficácia do bioemulsificante depende da atividade emulsificante em uma ampla faixa 

de temperatura, pH e salinidade (Souza et al., 2016). O bioemulsificante BE4CK manteve 

emulsões estáveis em uma ampla faixa de temperatura (120 °C) para fontes de óleo de oliva e 

girassol (E24 ≥ 50%) e para os hidrocarbonetos (E24 ≥ 63%) como querosene, hexano e 

hexadecano. No entanto, para o óleo de fritura (E24 de 40%), houve uma redução de 10% da 

atividade emulsificante. Tais resultados demonstram que o BE4CK é termoestável. 

A estabilidade do bioemulsificante produzido por C. lipolytica em altas temperaturas 

também foi relatada em temperaturas de até 100 °C (Souza et al., 2016). Da mesma forma, os 

biossurfactantes soforolipídeos produzidos por Candida keroseneae apresentaram alta 

estabilidade térmica com atividade emulsionante máxima de 60% no querosene e preservaram 

97,25% de sua atividade original a 120 °C (Zahra et al., 2020). A redução da atividade 

emulsificante pode estar relacionada à desnaturação do componente proteico do 

bioemulsificante durante o tratamento térmico. Esta propriedade depende da estrutura química 

da molécula, pois muitos emulsificantes são estáveis em variações significativas de temperatura 

ou apresentam pequenos desvios em temperaturas mais elevadas (Bhaumik et al., 2020). 

A estabilidade da emulsificação por BE4CK foi mantida para fontes de óleo de girassol 

e óleo de oliva apenas em pH ácido (3–6). Ao mesmo tempo, BE4CK manteve a estabilidade 

do emulsificante no querosene em todas as faixas de pH (3–9). A inibição da atividade do óleo 

e a acentuada redução do querosene foram registradas em valores de pH acima de 6,0. A 

diminuição da atividade emulsificante está provavelmente relacionada a mudanças estruturais 
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nos bioemulsificantes causadas por condições extremas de pH (Monteiro et al., 2012; Daverey 

et al., 2009). 

Além de manter a atividade emulsificante em altas temperaturas e faixas de pH, o 

bioemulsificante BE4CK manteve o E24 em diferentes concentrações de MgCl2, NaCl e CaCl2. 

Devido à sua natureza, o biopolímero anfifílico BE4CK parece ser mais estável e menos 

suscetível à ação de íons para atividade coalescente. Resultados semelhantes ao presente estudo 

foram demonstrados para o bioemulsificante produzido por Pseudomonas stutzeri NJtech 11-

1. O bioemulsificante bruto pode tolerar 50% de NaCl, MgCl2 e CaCl2 com apenas 29,8% de 

perda de E24. Leveduras de Meyerozyma caribbica também produziram bioemulsificantes 

estáveis em altos níveis de salinidade (Fan et al., 2001). Em contraste, um bioemulsificante 

produzido por Candida lipolytica usando óleo de motor queimado como substrato hidrofóbico 

mostrou que sua estabilidade emulsificante na concentração de 10% de NaCl foi inativa (Souza 

et al., 2016). 

Ao avaliar a atividade antimicrobiana através do ensaio de difusão, verificou-se que os 

isolados de E. coli ATCC 25922, Enterococcus faecalis ATCC 35218, P. aeruginosa ATCC 

27853 e S. aureus ATCC 25923 não apresentaram sensibilidade ao bioemulsificante BE4CK. 

No entanto, quando combinado com o OE de Melaleuca (OMBE4CK), exibiram atividade 

antimicrobiana para isolados de E. coli ATCC 25922, E. faecalis ATCC 35218 e S. aureus 

ATCC 25923.  A OMBE4CK aumentou a atividade antimicrobiana frente E. coli ATCC  25922 

e não causou sensibilidade em P. aeruginosa ATCC 27853.  

Esses dados indicam que o óleo essencial de Melaleuca pode ser um candidato para a 

produção de formulações com compostos tensoativos sintetizados por micro-organismos. O 

óleo essencial de Melaleuca alternifolia é extraído da Tea Tree (planta nativa da Austrália) por 

destilação a vapor das folhas e ramos terminais, possui atividade bactericida e fungicida, 

incluindo capacidade inseticida. Em sua composição, monoterpenos cíclicos voláteis, que são 

constituídos por terpinen-4-ol, eucaliptol e α-terpineol (monoterpenos oxigenados) combinados 

com α-terpineno, γ-terpineno e α-pineno (monoterpenos de hidrocarbonetos). Em virtude da 

presença desses compostos voláteis, esse OE tem atividade antimicrobiana que leva à inibição 

dos processos de respiração celular, ruptura da membrana microbiana e vazamento de íons 

potássio das membranas celulares em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Ferreira et 

al., 2023). 

Desempenho antimicrobiano semelhante ao bioemulsificante BE4CK foi demonstrado 

para soforolipídeos produzidos por leveduras não patogênicas de Candida bombicola ATCC 

22214, este biossurfactante não conseguiu inibir o crescimento de E. coli isoladamente (Joshi-
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Navare et al., 2013). Mas, em combinação com antibióticos, promoveu uma inibição total do 

desenvolvimento do micro-organismo. Essa capacidade não está relacionada apenas ao efeito 

inibitório aumentado pela ação aditiva de dois agentes antimicrobianos; também pode estar 

associada ao desempenho do SL para facilitar a entrada de moléculas em células bacterianas 

(Joshi-Navare et al., 2013). Assim, o efeito antimicrobiano dos CAS se deve ao seu potencial 

de formar poros dentro das membranas celulares, essa característica pode aumentar a eficácia 

dos agentes antimicrobianos (Gudiña et al., 2010). 

A resistência antimicrobiana aos antibióticos está relacionada à capacidade dos micro-

organismos formarem biofilmes, que dentro dessa estrutura exibem dezenas de atributos, 

tornando-os de difícil eliminação (Rather et al., 20021). Diante deste fato e da capacidade 

antimicrobiana da emulsão (BE4CK e OE Melaleuca), investigou-se a ação do bioemulsificante 

e da emulsão na inibição e erradicação de biofilmes formados por E. coli ATCC 25922, P. 

aeruginosa ATCC 27853 e S. aureus ATCC 25923. 

O composto apresentou um efeito dependente da concentração, com melhor atividade 

inibitória da formação de biofilme obtida em concentrações de 25 mg/mL contra patógenos 

bacterianos.  Maior atividade de BE4CK foi encontrada em S. aureus ATCC 25923, enquanto 

menor atividade foi demonstrada para P. aeruginosa ATCC 27853. O perfil de atividade da 

BE4CK pode estar relacionado às características da parede celular de ambas as bactérias. 

A atividade antibiofilme da emulsão diminuiu gradualmente em concentrações mais 

baixas. O óleo essencial de Melaleuca já demonstrou atividade antibiofilme contra S. aureus e 

E. coli (Budzyńska et al., 2011). Por outro lado, há evidências prévias do sinergismo entre CAS 

e óleos essenciais; este fato reforça a hipótese da capacidade dos CAS em facilitar a entrada de 

moléculas antimicrobianas nas células (Mukherji et al., 2014). Além disso, emulsões de óleo 

essencial de Melaleuca mostram-se uma excelente estratégia de controle microbiano, uma vez 

que sua melhor capacidade de infiltração tecidual e capacidade de estabilizar a volatilização de 

terpenos, seus principais compostos antimicrobianos, são consideradas. Neste estudo, emulsões 

de OE de Melaleuca (OMBE4CK) foram estáveis até 250 (E 250) dias de avaliação (dados não 

mostrados), o que potencializa seu uso em formulações. 

A formação de biofilme em dispositivos médicos é uma das principais causas de 

infecções nosocomiais e representa um grave problema de saúde pública. Como possível 

alternativa para solucionar esse problema, também foi avaliado o potencial da emulsão em inibir 

a formação de biofilme em cateteres de poliuretano em diferentes concentrações. Na 

concentração mais alta (25 mg/mL), OMBE4CK mostrou uma percentagem significativa de 

potencial inibitório de 43% para S. aureus ATCC 25923. Outros autores também relataram esta 
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capacidade de interferir na formação de biofilme. Mendes e Cols (2021) mostraram que uma 

mistura de soforolipídeos produzidos por Starmerella bombicola CBS 6009 com o decil sulfato 

de sódio (SDS, surfactante comercial) demonstrou atividade inibitória da formação de biofilme 

por S. aureus e E. coli. Outro estudo proposto por Pontes et al. (2016) determinaram que a 

presença de soforolipídeos na superfície do cateter (silicone) diminuiu a hidrofobicidade do 

material e a formação de biofilme por S. aureus ATCC 25923 e E. coli ATCC 25922. 

A emulsão OMBE4CK apresentou melhor atividade na remoção de biofilmes em 

comparação à ação isolada de BE4CK. A erradicação do biofilme pode estar relacionada aos 

efeitos bacteriostáticos e bactericidas da emulsão OMBE4CK. 

Biofilmes são comunidades microbianas difíceis de eliminar. O potencial do 

bioemulsificante BE4CK e da OMBE4CK em emulsão na erradicação de biofilmes foi avaliado 

visando buscar estratégias para dispersar esta estrutura. O tratamento com o bioemulsificante 

isolado sobre o biofilme de E. coli ATCC 25922 e P. aeruginosa ATCC 27853 não apresentou 

resultados efetivos em todas as concentrações. Em contraste, biofilmes de S. aureus ATCC 

25923 foram significativamente erradicados. 

A baixa dispersão do biofilme de E. coli ATCC 25922 e P. aeruginosa ATCC 27853 

pode ser atribuída à dificuldade dos CAS em penetrar na matriz do biofilme. Nesse sentido, 

maiores concentrações de CAS são necessárias para o desprendimento do biofilme pré-

formado. Uma substância tensoativa deve penetrar no biofilme e a interface do substrato deve 

separar-se do biofilme (Abdollahi et al., 2020). Após sua penetração, podem alterar as 

propriedades superficiais, levando à separação dos biofilmes das superfícies (Abdollahi et al., 

2020). 

Na completa erradicação do biofilme de S. aureus, provavelmente está relacionada à 

capacidade do bioemulsificante BE4CK de aumentar a ação do óleo essencial de Melaleuca, 

facilitando sua entrada pela matriz do biofilme. A matriz de biofilme apresenta uma dinâmica 

a ser considerada na aplicação de um determinado composto antibiótico. Nesse caso, a ação de 

disposição das células pode ser melhorada com o uso de CAS que alteram as características 

superficiais, como hidrofobicidade ou hidrofilicidade, além das características de carga elétrica 

(repulsão e atração) (Silva et al., 2017). Sistemas emulsionados (contendo óleos essenciais) 

podem ser interessantes no controle de biofilmes microbianos. O presente estudo observou que 

a emulsão em concentrações mais elevadas foi mais efetiva que o bioemulsificante BE4CK na 

erradicação do biofilme de P. aeruginosa. 

Pelo teste de toxicidade, o bioemulsificante BE4CK não apresentou toxicidade nas 

concentrações. As células permaneceram viáveis e não sofreram morte celular. A viabilidade 
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celular foi ≥ 88,89%. Da mesma forma, verificou-se que as diferentes concentrações do BE4CK 

não apresentaram efeitos tóxicos sobre larvas de T. molitor. Este resultado pode estar 

relacionado à capacidade de moduladores da resposta imune, uma vez que a ativação 

imunológica por biossurfactante mostrou que a fengicina, a iturina A e o ramnolipídeo 

aumentaram significativamente a capacidade de sobrevivência de larvas de T. molitor contra E. 

coli (Edosa et al., 2020). 

 Diferentemente, a emulsão OMBE4CK em altas concentrações foi significativamente 

tóxica para larvas de T. molitor. A toxicidade da emulsão pode ser relacionada à presença do 

OE Melaleuca, que em doses mais elevadas apresenta efeito tóxico (Bertocchi et al., 

2020). Testes de toxicidade com CAS de biossurfactantes produzidos a partir de espécies do 

gênero Candida também indicaram a ausência de toxicidade dessas biomoléculas contra 

bioindicadores marinhos (Rufino et al., 2014; Freitas, 2016; Luna, 2016). 
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6 CONCLUSÕES  

 

Este estudo apresentou pela primeira vez um bioemulsificante derivado de Candida 

krusei isolada de fruto. A levedura apresentou excelente capacidade de utilização de glicerol 

como substrato para crescimento e produção de bioemulsificante. Esta biomolécula demonstrou 

propriedades promissoras em termos de emulsificar diferentes fontes de óleo vegetal e 

hidrocarbonetos, ausência de toxicidade, estabilidade de emulsões em ampla faixa de 

temperatura, pH e salinidade. Além disso, o bioemulsificante BE4CK e a sua combinação com 

óleo essencial de Melaleuca inibiram e erradicaram a formação de biofilme por patógenos 

humanos em superfície de poliestireno. Tais propriedades enfatizam que o bioemulsificante 

pode representar uma nova fonte de agentes antibiofilme e pode ser uma estratégia de medidas 

preventivas de infecção e terapia antimicrobiana, para reduzir a colonização de dispositivos 

médicos e mitigar infecções. Nesse contexto, esperamos que este estudo contribua para fornecer 

informações para o desenvolvimento de novas tecnologias de aplicação, no melhoramento das 

linhagens e dos processos de produção, e devido à sua versatilidade, biodegradabilidade e baixa 

toxicidade, os bioemulsificantes poderão se tornar compostos de uso comum nas indústrias em 

um futuro próximo. 
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

Acredita-se que esta seja a primeira vez que a espécie Candida krusei é citada na 

literatura como levedura isolada de frutos com potencial para produção de compostos ativos de 

superfície. Por esta razão, torna-se necessário a investigações futuras para continuação dos 

estudos, sugerindo-se, particularmente: 

 

• Otimizar a produção do bioemulsificante; 

• Estudar a utilização de novos substratos que possibilitem o desenvolvimento do 

processo; 

• Otimizar o processo de extração e de purificação do bioemulsificante; 

• Proporcionar melhor condição para Candida krusei M4CK produzir a 

biomolécula de biossurfactante; 

• Realizar a identificação do bioemulsificante produzido através da técnica de 

Infravermelho por Transformação de Fourier (FTIR); 

• Ampliar os estudos da combinação do BECK4 com outros óleos essenciais para 

produção de compostos com atividades biológicas; 

• Avaliar outras possibilidades de aplicação do bioemulsificante produzido. 
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ANEXO A - Cromatografia Gasosa do bioemulsificante BE4CK bruto 

 

1 Análise de ésteres metílicos dos ácidos graxos  

 

 

 

Figura A1 e Tabela A1 – Resultado das análises de ácidos graxos expressos na forma de metil 

ésteres e as respectivas concentrações relativas. 

 

2 Análise dos açúcares na forma de poliacetato alditóis 

 

2.1 Cromatograma do padrão de 5 carboidratos 

 

 

 

Figura A2 e tabela A2 – cromatograma e composição relativa de um padrão constitudo de 8 

carboidratos na forma de poliacetato.  
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Figura A3 – padrão de carboidratos (linha preta) e amostra (linha rosa) revelando a maior 

quantidade de Manose e glicose em menor quantidade.  

 

 

 

Figura A4 - Quantidade de Manose e glicose da amostra BE4CK.  
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ANEXO B 

 

CERTIFICADO DE PUBLICAÇÃO- ARTIGO I 
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ANEXO C 

 

 
 CERTIFICADO DE PUBLICAÇÃO- ARTIGO II 
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