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RESUMO 

O presente trabalho de doutorado teve por objetivo principal explorar o potencial 

biotecnológico de leveduras da família Ustilaginaceae para a produção de biossurfactantes 

glicolipídicos. Inicialmente, o trabalho prático foi direcionado para um estudo de screening com 

34 linhagens de leveduras dos gêneros Pseudozyma sp. e Moesziomyces sp. cultivadas em meio 

mineral com glicose como fonte de carbono e caldo YEPD. Dentre o total de linhagens testadas, 

quatro linhagens de Pseudozyma aphidis (UFMG-Y1387, UFMG-Y3468, UFMG-Y3533 e 

UFMG-Y5768) foram capazes de reduzir a tensão superficial do meio de cultivo para valores 

menores que 32 mN/m, com eficiência de redução de tensão superficial superior a 53% para o 

meio mineral com glicose e 37% para o meio YEPD, indicando o potencial dessas leveduras 

para a produção de compostos tensoativos. Na sequência, foram avaliados o perfil de 

crescimento e o perfil de redução da tensão superficial das quatro linhagens de P. aphidis 

selecionadas na etapa de screening em meio mineral contendo diferentes fontes de carbono, 

incluindo manipueira, glicose, óleo de soja e ácido oleico.  De forma geral, foi observado que 

utilizando fontes de carbono hidrofóbicas foram alcançados os melhores perfis de crescimento, 

com produção de biomassa seca em maior que 15 g/L, e de redução de tensão superficial 

(valores menores que 31mN/m) após 192 horas de cultivo. Com base nos resultados dessa etapa 

do trabalho, a linhagem de P. aphidis UFMG-Y3468 foi considerada a mais promissora uma 

vez que apresentou os melhores perfis de redução de tensão superficial e de concentração 

micelar crítica (CMC) nos diferentes meios de cultivo avaliados. A partir das análises de 

espectrometria de massas e de ressonância magnética nuclear foi possível identificar a produção 

de manosileritritol lipídeos (MELs) do tipo A, B e C pela linhagem de P. aphidis UFMG-Y3468 

quando cultivada em meio mineral com glicose, óleo de soja e ácido oleico como fontes de 

carbono. Além disso, pela primeira vez foi observada a produção de manosilmanitol lipídeos 

(MML) por uma linhagem de P. aphidis em meio de cultivo contendo ácido oleico. Os 

biossurfactantes purificados exibiram baixos valores de concentração micelar crítica (CMC) 

variando de 0,96 mg/L a 3,65 mg/L, indicando sua eficiência superior em relação aos valores 

reportados para os tensoativos sintéticos. O balanço hidrofílico-hidrofóbico (HLB) dos 

compostos tensoativos purificados determinado pelo método de Griffin variou entre 8,25 a 9,12, 

sendo esses valores condizentes aos reportados na literatura para MELs e comparáveis aos de 

tensoativos sintéticos utilizados em formulações cosméticas. Na última etapa do trabalho foram 

realizados três planejamentos experimentais para o estudo da influência e otimização das fontes 

de carbono e nitrogênio do meio de cultivo para a linhagem de P. aphidis UFMG-Y3468 



 

seguida da análise quimiométrica dos dados utilizando a Análise Componentes Principais 

(PCA) para identificação das correlações entre as fontes de carbono e nitrogênio e as isoformas 

de MEL produzidas. Como resultado dessa etapa foi possível a obtenção de cinco modelos 

matemáticos preditivos válidos estatisticamente com coeficientes de determinação (R2) entre 

80% a 96% e altos valores de F calculado no teste de Fisher, além da comprovação do papel 

determinante da fonte carbono hidrofóbica na discriminação de ensaios com melhor perfil de 

produção de biossurfactantes. Assim, o trabalho apresentado nessa tese abre caminho para 

novos estudos para a produção biotecnológica de biossurfactantes glicolipídicos, 

especificamente manosileritritol lipídeos e manosilmanitol lipídeo utilizando a linhagem de P. 

aphidis UFMG-Y3468 bem como a potencial aplicação desses compostos nas áreas de 

cosméticos e de alimentos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

The main objective of this work was to explore the biotechnological potential of yeasts from 

Ustilaginaceae family for production of glycolipid biosurfactants. Initially, the practical work 

was directed to a screening study with 34 strains of yeasts belonging the genus Pseudozyma sp. 

and Moesziomyces sp. cultivated in mineral medium with glucose as carbon source and YEPD 

broth. Among all tested microorganisms, four strains of Pseudozyma aphidis (UFMG-Y1387, 

UFMG-Y3468, UFMG-Y3533 and UFMG-Y5768) were able to reduce the surface tension of 

the culture medium to values lower than 32 mN/m, with efficiency for surface tension reduction 

more than 53% for the mineral medium supplemented with glucose and 37% for the YEPD 

broth, indicating the potential of these yeasts for the production biosurfactants. In sequence, the 

growth and the surface tension reduction profiles for selected P. aphidis strains selected were 

determineted in mineral medium containing different carbon sources, including cassava 

wastewater, glucose, soybean oil and oleic acid. In general, it was observed that the best growth 

profiles were obtained using hydrophobic carbon sources, with dry biomass values more than 

15 g/L and of surface tension reduction less than 31 mN/m after 192 hours of cultivation. Based 

on the results of this step, the P. aphidis UFMG-Y3468 strain was considered the most 

promising because of their best ability for surface tension reduction and lower values of critical 

micelle concentration (CMC) on the different media tested. Considering the results mass 

spectrometry and nuclear magnetic resonance analysis, it was possible to identify a production 

of mannosylerythritol lipids (A, B and C) by P. aphidis UFMG-Y3468 strain when grown in 

mineral medium with glucose, soybean oil and oleic acid as carbon sources. In addition, for the 

first time was described the production of mannosylmannitol lipids (MML) by a of P. aphidis 

strain in culture medium containing oleic acid. The purified biosurfactants exhibited low values 

of critical micellar concentration (CMC) ranging from 0.96 mg/L to 3.65 mg/L, indicating their 

superior efficiency in relation to the reported values for synthetic surfactants. The hydrophilic 

and lipophilic balance (HLB) of purified biosurfactants determined by the Griffin’s method 

rangend from 8,25 to 9,12, consistent with those reported in the literature for MELs and 

comparable to synthetic surfactants used in cosmetic formulations. In the last step of this work, 

three experimental designs were carried to study of influence and optimization of the carbon 

and nitrogen sources present in the culture medium for biosurfactant production by P. aphidis 

strain UFMG-Y3468, followed by the chemometric analysis of the data using the Principal 

Component Analysis (PCA) to identify the correlations between carbon and nitrogen sources 

and the produced MEL isoforms. In the final step of this thesis was possible to obtain five 



 

statistically valid mathematical predictive models with coefficients of determination (R2) 

between 80% and 96% and high values of F calculated in the Fisher test, besides proving the 

important role of the hydrophobic carbon source in the discrimination of assays with better 

biosurfactant production profile. Therefore, this work opens the way to further studies for 

biotechnological production of glycolipid biosurfactants, specifically lipid mannosylmitritol 

and mannosyl mannitol lipid using the P. aphidis UFMG-Y3468 strain as well as the potential 

applications of these compounds in cosmetics and food fields. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

1.1 Biotecnologia para produção de metabólitos microbianos de interesse na indústria de 

alimentos 

O termo biotecnologia pode ser definido, segundo o artigo 2 do Decreto Legislativo 

n°2 de 1994, como sendo qualquer aplicação tecnológica que utilize sistemas biológicos, 

organismos vivos, ou seus derivados, para fabricar ou modificar produtos ou processos para 

utilização específica (BRASIL, 1994). Como área científica, a biotecnologia se caracteriza pela 

inter- e multidisciplinaridade e pode ser subdividida em várias subáreas de acordo com a 

finalidade a que se dispõe, como por exemplo, a biotecnologia de alimentos. Historicamente, a 

biotecnologia de alimentos desenvolveu-se empiricamente desde a antiguidade, quando o 

homem estabeleceu o domínio sobre técnicas para a produção de alimentos fermentados, como 

cervejas, vinhos, queijos e pães (MOLINA et al., 2016). Para além desses produtos, atualmente 

a biotecnologia de alimentos pode englobar o estudo da produção e aplicação de diversos 

metabólitos microbianos que tenham algum propósito específico na indústria de alimentos.  

O emprego dos processos biotecnológicos para a produção de compostos 

microbianos para a indústria de alimentos pode ser considerado uma alternativa sustentável uma 

vez que utilizam condições brandas, geram menor quantidade de resíduos quando comparados 

aos processos químicos tradicionais. Apesar das potencialidades e vantagens, essa vertente da 

biotecnologia ainda precisa de esforços em pesquisa e desenvolvimento para que a produção e 

inserção dos produtos no mercado seja considerada viável (NERI-NUMA et al., 2016; 

MOLINA & FANARO, 2016). 

Diversos metabólitos microbianos podem ser utilizados na indústria de alimentos 

como ingredientes, por exemplo, enzimas, ácidos orgânicos, corantes e aromas. Em 

contrapartida, alguns metabólitos podem ser utilizados para fins específicos, podendo atuar 

como antimicrobianos (nisina), emulsificantes (exopolissacarídeos), edulcorantes (xilitol), 

prebióticos (oligossacarídeos) e tensoativos (biossurfactantes) (KHAN & OH, 2016; ZANNINI 

et al., 2016; NEHIR EL & SIMSEK, 2011; KIRAN et al., 2017). 

Para que um composto venha a ser utilizado industrialmente, alguns fatores 

atinentes à sua produção biotecnológica devem ser considerados, como por exemplo, o micro-

organismo capaz de produzir esse composto em condições controladas e viabilidade econômica 

em relação aos custos de produção e purificação. Assim, estudos que visem explorar o potencial 
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biotecnológico de novos micro-organismos para a produção de compostos de valor-agregado e 

com potencial aplicação industrial são promissores e importantes sob o ponto de vista 

biotecnológico. 

1.2 Biossurfactantes 

Surfactantes são compostos químicos anfifílicos com uma região hidrofílica, porção 

polar, e uma região hidrofóbica, porção apolar, em sua estrutura (FAN et al., 2017). Esses 

compostos são capazes de reduzir a tensão superficial e interfacial de sistemas bifásicos e 

multifásicos, compreendendo uma importante classe de produtos químicos com diferentes usos 

em vários setores industriais (GUDIÑA et al., 2015; BANAT, MAKKAR & CAMEOTRA, 

2000).  

A maioria dos surfactantes comercialmente disponíveis são sintéticos e produzidos 

a partir de derivados de petróleo (SILVA et al., 2014). Além disso, muitos estudos têm alertado 

sobre os problemas ambientais e toxicológicos relacionados a esses compostos, convergindo 

com a tendência de valorização dos compostos tensoativos naturais e demandas do mercado 

consumidor por produtos considerados ambientalmente seguros (LECHUGA et al., 2016; LIU 

et al., 2013; SANTOS et al., 2017).  

Assim, nos últimos anos, houve o aumento do interesse em compostos com 

propriedades tensoativas que possuam características de baixa toxicidade, alta estabilidade e 

biodegradáveis, como os surfactantes naturais (PAULINO et al., 2016). Os surfactantes naturais 

são agentes tensoativos que podem ser produzidos por plantas (saponinas), animais (surfactante 

pulmonar e sais biliares) e micro-organismos (glicolipídeos e lipopeptídeos) (LANG et al., 

1989; LUNA et al., 2011; CAMPOS et al., 2013). 

Os biossurfactantes por sua vez compreendem um diversificado grupo de 

compostos anfifílicos produzidos por linhagens de bactérias, fungos filamentosos e leveduras, 

que possuem propriedades tensoativas, podendo exibir ainda propriedades emulsionantes e 

biológicas (BANAT et al., 2014). Quando comparado com os tensoativos sintéticos, esses 

compostos apresentam algumas vantagens, como baixa toxicidade, alta estabilidade em 

diferentes faixas de pH, temperatura e salinidade, baixos valores de concentração micelar crítica 

(CMC), indicando que pequenas concentrações são requeridas para que o valor de tensão 

superficial mínimo seja obtido (VARVARESOU & IAKOVOU, 2015; SOBERÓN-CHAVEZ 

& MAIER, 2011). Dessa forma, esses compostos podem ser considerados potenciais aditivos 
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para a indústria de alimentos uma vez que podem atuar como agentes tensoativos, 

estabilizantes, emulsificantes ou até mesmo antimicrobianos e conservantes (CAMPOS et al., 

2013).  

Em termos práticos, alguns estudos sugeriram o uso dos biossurfactantes como 

promotores de formação ou de estabilização de emulsões alimentícias (maioneses), no controle 

da aglomeração de glóbulos de gordura, estabilização de sistemas aerados, e na melhoria das 

propriedades de textura e de cor de produtos assados, como produtos de confeitaria (GANDHI 

& SKEBBA, 2007; VAN HAESENDONCK, & VANZEVEREN, 2004; MNIF & GHRIBI, 

2016; CAMPOS et al., 2015; KIRAN et al., 2017).  

Nesse contexto e considerando que muitos produtos requerem a adição de agentes 

conservantes, como antimicrobianos, alguns biossurfactantes, incluindo ramnolipídeos 

produzidos por Pseudomonas sp. e surfactina produzida por Bacillus sp., podem surgir como 

uma atraente alternativa para esse fim. Esses compostos exibem propriedades antibacterianas, 

antiadesivas e antibiofilme contra variados micro-organismos patogênicos de interesse na 

indústria de alimentos, como Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Escherichia coli 

e Salmonella enteritidis (RIVARDO et al., 2009; DO VALLE GOMES & NITSCHKE, 2012; 

ARAUJO et al., 2016). 
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1. OBJETIVOS 

2.1 Objetivos gerais 

Avaliar o potencial de leveduras da família Ustilaginaceae para a produção de 

biossurfactantes. Selecionar as linhagens com potencial de produção de biossurfactantes 

glicolipídicos, bem como definir a influência de diferentes fontes de carbono no perfil dos 

produtos obtidos. 

2.2 Objetivos específicos 

Estudo de screening de 34 linhagens de leveduras pertencentes à família 

Ustilaginaceae, incluindo gêneros Pseudozyma sp. e Moesziomyces sp., visando verificar o 

potencial de produção de biossurfactantes; 

Estudar o perfil de crescimento e produção de biossurfactantes das linhagens 

promissoras em meio mínimo contendo diferentes fontes de carbono: glicose, manipueira, óleo 

de soja e ácido oleico; 

Caracterizar através de Espectrometria de Massas (EM) e Ressonância Magnética 

Nuclear (RMN) os biossurfactantes produzidos e correlacionar a influência da fonte de carbono 

na estrutura química dos compostos; 

Determinar a concentração micelar crítica (CMC) e o balanço hidrofílico-

hidrofóbico (HLB) dos biossurfactantes purificados; 

Estudar os efeitos das fontes de carbono e de nitrogênio na produção de 

manosileritritol lipídeos utilizando ferramentas de planejamento experimental (Delineamento 

Composto Central Rotacional-DCCR) e de quimiometria (Análise de Componentes Principais- 

PCA analysis). 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

3.1 Leveduras em biotecnologia 

Leveduras compreendem um vasto e heterogêneo grupo de micro-organismos 

eucariotos pertencentes aos filos dos ascomicetos e basidiomicetos, amplamente utilizados em 

biotecnologia para diferentes propósitos (GIL-RODRÍGUEZ et al., 2015; KIELISZEK et al., 

2017). Além disso, são consideradas a maior fonte de produtos biotecnológicos no mundo, 

exercendo grande importância econômica em vários setores industriais como alimentos, 

medicina e agricultura (JOHNSON, 2013a). Os primeiros relatos do uso desses micro-

organismos na produção de alimentos fermentados datam de 7000 a.C, tendo reconhecido seu 

papel fundamental na produção de vinhos, cervejas e outros produtos fermentados em meados 

de 1845 por Louis Pasteur (PÉREZ-TORRADO et al., 2015).  

A biotecnologia de leveduras pode englobar diferentes disciplinas e áreas, além 

daquelas relacionadas aos processos fermentativos tradicionais, como por exemplo, na 

expressão heteróloga de proteínas, biocontrole, biorremediação, produção de ingredientes como 

enzimas, aromas, aminoácidos e ácidos orgânicos, assim como biocatalisadores para a produção 

de fármacos (Figura 1) (JOHNSON, 2013b). 

Entre as espécies e gêneros dos ascomicetos com importância biotecnológica 

destacam-se Debaryomyces hansenii, Kluyveromyces lactis, K. marxianus, Saccharomyces 

cerevisiae e Yarrowia lipolytica, Candida spp., Hansenula spp., Lipomyces spp. e Pichia spp., 

respectivamente (JOHNSON, 2013b). Enquanto que os principais gêneros e espécies do grupo 

dos basidiomicetos com importância em processos biotecnológicos são Cryptococcus spp., 

Rhodotorula spp., Rhodosporidium spp., Trichosporon spp., Pseudozyma spp. e leveduras 

relacionadas, bem como Xanthophyllomyces dendrorhous e Phaffia rhodozyma, (JOHNSON, 

2013a). 

Em termos práticos, observa-se um diversificado conjunto de produtos obtidos por 

via biotecnológica utilizando ascomicetos. Além da grande variedade de aplicações para a 

clássica representante desse grupo, S. cerevisiae, outras espécies merecem destaque. Leveduras 

do gênero Candida sp. são reconhecidas pelo seu grande potencial na produção de açúcares, 

lipases, etanol, biossurfactantes, entre outros (KIELISZEK et al., 2017).  
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Diversos estudos têm reportado a produção de elevadas concentrações de xilitol, 

um poliol de baixa caloria e com propriedades cariostáticas, por espécies de Candida sp., 

utilizando substratos de baixo custo. Recentemente, Hernández-Pérez e colaboradores (2016) 

demonstraram a capacidade de uma linhagem de C. guilliermondii FTI 20037 em produzir em 

torno de 32 a 36 g/L de xilitol utilizando hidrolisado de cana de açúcar como substrato. Maiores 

valores de concentração foram reportados por Eryasar e Karasu-Yalcin (2016) para uma 

linhagem de C. tropicalis utilizando xilose como substrato, onde, aproximadamente 83 g/L de 

xilitol foram obtidos. Esses valores são extremamente atraentes sob o ponto de vista industrial 

considerando as altas produtividades alcançadas utilizando substratos de baixo custo. Além 

disso, estudos prévios também utilizando xilose como substrato reportaram concentrações ainda 

mais elevadas, em torno de 189 e 256,5 g/L de xilitol utilizando espécies de C. tropicalis ATCC 

13803 e C. athensensis SB18, respectivamente (CHOI et al., 2000; ZHANG et al., 2012). 

 

Figura 1. Diferentes áreas de aplicação da biotecnologia de leveduras. Adaptado de Johnson, (2013b). 
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Outros produtos de interesse industrial produzidos por ascomicetos incluem etanol, 

aromas e enzimas, sendo que recentemente tem sido reportada a eficiência de espécies de 

Kluyveromyces sp. para esse propósito. Nesse contexto, Wu e colaboradores (2016) 

descreveram uma alta produção de etanol por K. marxianus K21, atingindo uma concentração 

máxima de aproximadamente 49 g/L de etanol após 22 horas de cultivo utilizando glicose obtida 

após liquefação e sacarificação de resíduo de inhame-branco (Colocasia esculenta) como 

substrato. Já no estudo desenvolvido por Martínez e colaboradores (2017), foi observada a 

produção de compostos de aroma (álcoois e ésteres) por uma linhagem de K. marxianus 

utilizando melaço de cana de açúcar e beterraba como substratos via fermentação em estado 

sólido. Em termos quantitativos, nesse estudo foram produzidos 161 mg de compostos voláteis 

totais por grama de sólidos totais inicial. Entre as enzimas que podem ser obtidas em processos 

fermentativos por linhagens de Kluyveromyces sp., vale destacar a produção de inulinase, 

lactase e β-galactosidase por linhagens de K. marxianus e K. lactis, especialmente importantes 

em etapas de processamento na indústria de alimentos e produção de açúcares funcionais (GAO 

et al., 2017; YOU et al., 2017; SPOHNER et al., 2016). 

Diferentes gêneros de leveduras pertencentes ao grupo dos basidiomicetos são 

reconhecidos pela sua capacidade de produzir de uma variedade de enzimas de interesse 

industrial, incluindo lipases, fenilalanina amônia liase, lactamase, aldeído redutase, 

flavoproteína mono-oxigenases, beta-glicosidase, xilanase, epóxido hidrolase e cutinase, que 

podem ser utilizadas na indústria de aromas, alimentos e farmacêutica (JOHNSON, 2013a). 

Outra característica marcante de alguns gêneros desse grupo de micro-organismos 

é a capacidade de acúmulo de grandes quantidades de lipídeos, sendo muitas espécies 

denominadas como leveduras oleaginosas, por exemplo, linhagens do gênero Rhodotorula sp., 

Sporobolomyces sp. e Cryptococcus sp. A produção de lipídeos microbianos por linhagens de 

Cryptococcus sp. utilizando variados substratos é ainda hoje alvo de diversos estudos (LIU et 

al., 2017; PARK et al., 2017). Foi reportada recentemente a produção de altas quantidades de 

biomassa celular e concentração de lipídeos por uma linhagem de C. curvatus ATCC 20509, 

em torno de 8,7 e 4,9 g/L, respectivamente, utilizando 30 g/L de ácido acético como única fonte 

de carbono (LIU et al., 2017).  Esses valores foram inferiores aos obtidos no estudo de 

otimização desenvolvido por Enshaeieh e colaboradores (2017), em que foi observada uma 

produção de 6,75 g/L de lipídeos e 12,7 g/L de biomassa celular para uma linhagem de C. 

heimaeyensis utilizando glicose como fonte de carbono. Resultados similares, 6,34 g/L de 
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lipídeos e 13,68 g/L de biomassa, foram reportados por Deeba e colaboradores (2017) quando 

hidrolisado de casca de amendoim foi utilizado como substrato em um processo conduzido com 

uma linhagem de C. psychrotolerans. 

Entre os basidiomicetos, aqueles pertencentes ao gênero Pseudozyma sp. e espécies 

relacionadas, têm recebido grande atenção nos últimos anos devido à sua capacidade de 

produzir vários compostos de valor agregado. Esses micro-organismos, pertencentes à família 

Ustilaginaceae, são utilizados em processos biotecnológicos para produção de biossurfactantes 

glicolipídicos, enzimas, ácidos orgânicos e oligossacarídeos, principalmente (PAULINO et al., 

2017). Além disso, é notável a viabilidade da aplicação de substratos de baixo custo, como 

resíduos lignocelulósicos e sub-produtos da cadeia de processamento de alimentos, em 

bioprocessos com essas leveduras, tornando necessária assim, uma abordagem pormenorizada 

desse grupo em um novo tópico. 

3.2 Leveduras da família Ustilaginaceae na produção de compostos de interesse industrial 

Ustilaginaceae é uma família de leveduras pertencentes ao subfilo 

Ustilaginomycotina, o qual está inserido no grupo Basidiomycota do reino Fungi. Esses micro-

organismos exibem uma grande diversidade morfológica e englobam inúmeros gêneros de 

importância biotecnológica (BEGEROW et al., 2014; PAULINO et al., 2107). Além disso, 

esses basidiomicetos têm sofrido inúmeras reclassificações taxonômicas nos últimos anos o que 

tem tornado frequente a descrição de novos gêneros e classes (WANG et al., 2014; WANG et 

al., 2015). Pode-se citar, por exemplo, a linhagem descrita como Pseudozyma brasiliensis, 

reconhecida produtora de endoxilanase, que foi recentemente reclassificada como 

Kalmonozyma brasiliensis (OLIVEIRA et al., 2014; WANG et al., 2015). Similarmente, o 

mesmo processo de reclassificação ocorreu para a linhagem produtora de biossurfactantes, 

Pseudozyma churashimaensis que foi renomeada para Dirkmeia churashimaensis (MORITA et 

al., 2011a; WANG et al., 2015). Apesar dessas mudanças em termos taxonômicos, o potencial 

biotecnológico dessas leveduras tem atraído o interesse de inúmeros grupos de pesquisa nos 

últimos anos. 

Dentre os compostos de valor agregado que podem ser produzidos por espécies do 

gênero Pseudozyma sp. e outras leveduras da família Ustilaginaceae, merecem destaque os 

ácidos orgânicos (málico, succínico, itatartárico e ácido itacônico), polióis (eritritol e manitol), 

oligossacarídeos, enzimas (CAZymes, lipases, xilanases, aminopeptidases), esqualeno, lipídeos 
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estudo desenvolvido por Fai e colaboradores (2015) com uma linhagem de P. tsukubaensis, 

cerca de 73,7 g/L de galacto-oligossacarídeos (GOS) foram produzidos após 24 horas de 

processo utilizando um meio de cultivo com lactose como fonte de carbono.  Utilizando uma 

linhagem da mesma espécie e um meio de cultivo com 400 g/L de glicose como substrato, Jeya 

e colaboradores (2009) alcançaram uma produção de 240 g/L de eritritol quando realizados 

experimentos em escala piloto.  

Outra tendência no estudo de leveduras da família Ustilaginaceae está baseada na 

existência de algumas espécies com potencial para o acúmulo de lipídeos, sendo descritos 

processos com interessantes resultados em termos quantitativos. Takakuwa e colaboradores 

(2013) verificaram a capacidade da linhagem de Pseudozyma sp. TYC-2187 em produzir 15,7 

g/L de triacilgliceróis (TAG) após 48 horas de processo utilizando glicerol e extrato de levedura 

como substratos. Posteriormente, foi descrita a produção de 5,72 g/L de lipídeos totais pela 

linhagem de P. parantarctica CHC28 após 5 dias de fermentação (AREESIRISUK et al., 2015).  

A produção de ácidos orgânicos também constitui uma abordagem biotecnológica 

importante para as leveduras do gênero Pseudozyma sp. e Ustilago sp. (ZAMBANINI et al., 

2016a). Entre os ácidos orgânicos de interesse industrial produzidos por esses micro-

organismos, há estudos relatando a produção de ácido málico por espécies de U. maydis, U. 

trichophora e U. cynodontis (GUEVARRA & TABUCHI, 1990; GEISER et al., 2014; 

ZAMBANINI et al., 2016a). Recentemente, uma elevada produção de ácido málico foi 

reportada por Zambanini e colaboradores (2016b) em que 200 g/L desse ácido foram obtidos 

quando a linhagem de U. trichophora TZ1 foi cultivada com glicerol como fonte de carbono. 

A produção de outros ácidos, como succínico e itatartárico, também foi reportada utilizando 

leveduras da família Ustilaginaceae mas, nos últimos anos, especial destaque foi dado ao estudo 

de processos para a produção de ácido itacônico (ZAMBANINI et al., 2017).  

O ácido itacônico, também chamado de ácido metilsuccínico, é considerado um 

importante building block para a indústria química devido às suas características estruturais, 

como a presença de dois grupos carboxílicos e uma dupla ligação α,β-insaturada, que 

constituem centros reativos para um grande número de transformações químicas (ROBERT & 

FRIEBEL, 2016; SAHA, 2017). Essas características têm feito com que esse ácido seja 

considerado uma alternativa para building blocks derivados de petróleo, como o ácido 

metacrílico e ácido acrílico, para a produção de polimetil acrilatos, bio-based metil ésteres, 

elastômeros e poli-ésteres (ROBERT & FRIEBEL, 2016; RAMOS et al., 2016). Assim, o 
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desenvolvimento de bioprocessos para a produção de ácido itacônico tem sido considerado uma 

importante vertente na área de biotecnologia e abordagens utilizando leveduras da família 

Ustilaginaceae são consideradas promissoras.  

Nesse contexto, foi reportada a produção de 44,5 g/L de ácido itacônico utilizando 

200 g/L de glicose como fonte de carbono por uma linhagem de U. maydis em processo 

fermentativo com controle de pH (MAASEN et al., 2014). Anteriormente, a produção desse 

ácido foi descrita utilizando linhagens de U. maydis (53 g/L) e P. antartica (30 g/L) 

(GUEVARRA & TABUCGI et al., 1990; LEVINSON et al., 2006). 

Apesar da variedade de compostos produzidos por leveduras da família 

Ustilaginaceae, os biossurfactantes são aqueles com maior relevância e que tem atraído a 

atenção da comunidade científica ao longo dos anos (PAULINO et al., 2017). Assim, esses 

compostos serão discutidos de forma mais detalha no próximo tópico. 

3.3  Compostos tensoativos: Surfactantes e biossurfactantes 

3.3.1 Conceitos e aspectos gerais 

O termo surfactante vem da contração entre “surface-active agent” e se refere a 

moléculas que possuem uma estrutura anfifílica baseada em dois domínios com diferentes 

polaridades, também denominados de tensoativos, que conferem a esses compostos 

propriedades típicas como capacidade de diminuição da tensão superficial de sistemas aquosos 

e capacidade de auto-organização em estruturas supramoleculares (BENEITO-CAMBRA et al., 

2013; MANAARGADOO-CATIN et al., 2016).  

Quando os tensoativos se concentram na superfície livre de liquídos e nas interfaces 

entre líquidos imiscíveis ou em outros sistemas bifásicos (ar-líquido, sólido-líquido), a tensão 

superficial do líquido pode ser reduzida (GUAN et al., 2017). Quando atingem uma 

concentração superior a necessária para saturar a superfície de um líquido esses compostos 

tendem a formar sistemas organizados denominados micelas, atingindo o que se conhece como 

concentração micelar crítica (CMC) (VISHNYAKOV et al., 2013). Após atingir esse ponto, o 

comportamento do composto tensoativo, especialmente em relação a capacidade de reduzir a 

tensão superficial, estabiliza e se mantem constante mesmo com o aumento da concentração do 

surfactante em solução (HIEMENZ & RAJAGOPALAN, 1997). Além disso, as propriedades 

de molhabilidade, poder de dispersão, detergência e solubilização são influenciadas pelas 
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mudanças na tensão superficial, sendo essas mais acentuadas para compostos tensoativos 

capazes de reduzir a tensão superficial de forma mais efetiva (OLKOWSKA et al., 2011). 

Os surfactantes são categorizados tradicionalmente em quatro classes dependendo 

da carga global presente em sua estrutura ou na polaridade do domínio polar hidrofílico (YEH 

et al., 2005). Essas classes incluem (i) não-iônicos, (ii) aniônicos, (iii) catiônicos, e (iv) 

zwitteriônicos, cada uma compreendendo compostos com diferentes estruturas químicas 

(MISHRA et al., 2009) (Figura 3). Esses compostos possuem diversas aplicações em setores de 

importância econômica, como na indústria de petróleo, alimentos, farmacêutica, cosméticos, 

bem como na área ambiental onde são utilizados na remediação de solos contaminados com 

poluentes hidrofóbicos e no tratamento de águas residuais em que a matéria orgânica apresenta 

diversos contaminantes tóxicos como hidrocarbonetos aromáticos policíclicos, pigmentos, 

metais pesados, antibióticos e pesticidas (MANAARGADOO-CATIN et al., 2016; MAO et al., 

2015; GUAN et al., 2017; NEGIN et al., 2017). 

Os surfactantes podem ser utilizados como emulsificantes, estabilizantes ou 

detergentes em formulações tópicas de produtos farmacêuticos e cosméticos, sendo 

considerados essenciais nesses produtos. Entretanto, alguns podem estar associados com 

reações cutâneas, como dermatite de contato, e na ocorrência de reações inflamatórias e 

alérgicas (LÉMERY et al., 2015).  

As características de toxicidade dos surfactantes em relação à pele são variáveis, 

sendo alguns com forte potencial irritante, por exemplo os catiônicos, enquanto outros, 

denominados como suaves ou “mild surfactants”, considerados compatíveis e menos danosos 

para as células epiteliais (IMOKAWA, 1997). Além disso, alguns autores sugerem que as 

moléculas de tensoativo envolvidas nos fenômenos de irritação da pele são as livres e não 

aquelas moléculas envolvidas na estrutura micelar, uma vez que as primeiras são capazes de 

interagir mais fortemente com as proteínas do extrato córneo, fortalecendo a hipótese de que a 

toxicidade de surfactantes esteja  relacionada tanto com as suas características de auto-

montagem quanto com a sua CMC, sendo os surfactantes com maiores valores de CMC, por 

exemplo os lauril sulfatos, considerados mais irritantes para a pele (CORAZZA et al., 2009). 

Adicionalmente, alguns surfactantes apresentam propriedades hidratantes devido a sua 

capacidade de complementar a falta de lipídeos endógenos do estrato córneo e de retenção de 

moléculas de água nessa camada (FRIBERG, 1990). 
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Figura 3.  Estruturas químicas de tensoativos sintéticos de diferentes grupos (catiônico, aniônico, não-iônico e zwitteriônico) comercialmente 
disponíveis. DPC: 1-dodecylpyridinium chloride; DDAC: didecyl dimethyl ammonium chloride; TX-100: p-tertiary-octylphenoxy polyethyl 
alcohol; PFOA: perfluorooctanoic acid; CAPB: Coconaut amide propyl betaine; SLES: sodium laureth sulfate; SDS: sodium dodecyl sulfate; CAS: 
cocamydopropyl hydroxysultaine; NINOL-40: cocamide DEA; 
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Além disso, a maioria dos tensoativos comercialmente disponíveis são de origem 

sintética e alguns desses, como derivados de azul de metileno e nonifenol polietoxilato, estão 

associados com problemas ecológicos, sendo considerados como nocivos ao meio ambiente 

devido a sua baixa biodegradabilidade que pode favorecer sua persistência e toxicidade (JIANG 

et al., 2012). Assim, existe atualmente a demanda por estudos para o desenvolvimento de 

tensoativos eficientes em termos de propriedades superficiais e com características mais 

vantajosas em termos de segurança e sustentabilidade. 

Os biossurfactantes compreendem um diversificado grupo de compostos anfifílicos 

produzidos por linhagens de bactérias, fungos filamentosos e leveduras, que possuem a 

capacidade de reduzir a tensão superficial e interfacial de líquidos ou de sistemas bifásicos 

(CAMEOTRA & MAKKAR, 2010; BANAT et al., 2014). Além disso, esses compostos podem 

exibir pronunciada capacidade emulsificante e até mesmo interessantes propriedades 

biológicas, tornando crescente o estudo desses compostos em diferentes campos, incluindo 

alimentos, cosméticos, fármacos, biorremediação, química ambiental, entre outros (PAULINO 

et al., 2016). Quando comparado com os surfactantes sintéticos, os biossurfactantes apresentam 

importantes vantagens, como baixos valores de CMC, sendo necessárias pequenas 

concentrações para que o efeito redutor de tensão superficial se manifeste, além da baixa 

toxicidade, alta biodegradabilidade e estabilidade em diferentes condições de temperatura, pH 

e força iônica (VARVARESOU & IAKOVOU, 2015; SOBERÓN-CHÁVEZ & MAIER, 

2011).  

Tradicionalmente, os biossurfactantes de origem microbiana têm sido classificados 

em dois grupos: os biossurfactantes de baixo peso molecular (1-2 KDa) e biossurfactantes de 

alto peso molecular (> 1 MDa) (DAS et al., 2010; GUDIÑA et al., 2013). Os biossurfactantes 

de alto peso molecular são considerados eficientes agentes emulsificantes e muitos estudos tem 

explorado o potencial biotecnológico de vários micro-organismos para a produção desse grupo 

de compostos (LUNA et al., 2011; MARKANDE et al., 2013). Entretanto, os biossurfactantes 

de baixo peso molecular são os de maior importância em termos de aplicações, sendo 

subdivididos em dois subgrupos principais que incluem os glicolipídeos e os lipopeptídeos 

(PAULINO et al., 2016) (Figura 4).  

Entre os biossurfactantes glicolipídicos quatro famílias principais podem ser 

citadas: ramnolipídeos, soforolipídeos, manosileritritol lipídeos e trealose lipídeos, sendo estas 

as que possuem maior número de estudos.  Estruturalmente esses biossurfactantes são 
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compostos por uma porção hidrofílica baseada em um resíduo de açúcar (ramnose, soforose, 

celobiose, trealose ou manosileritritol) ligada a uma ou mais cadeias de ácidos graxos que 

consistem na porção hidrofóbica da molécula (PAULINO et al., 2016). Em contrapartida, os 

lipopeptídeos possuem como porção hidrofílica uma região composta por peptídeos com 

diferentes combinações de aminoácidos, covalentemente ligada a região hidrofóbica que 

também se baseia em uma cadeia alquílica. Já as famílias mais importantes do grupo de 

biossurfactantes lipopeptídicos são as surfactinas, fengicinas e iturinas (JACQUES, 2011). 

Os ramnolipídeos são glicolipídeos que possuem uma ou duas moléculas de L-

ramnose ligadas a uma cadeia hidrofóbica de um ácido graxo saturado ou insaturado (DESAI 

& BANAT 1997; REZANKA et al., 2011; GUDIÑA et al., 2015). Esses compostos são 

geralmente produzidos por espécies do gênero Pseudomonas mas alguns estudos têm mostrado 

a produção desses biosurfactantes por outros micro-organismos como Burkhoderia sp., 

Myxococcus sp., Enterobacter sp., Pseudoxanthomonas sp., Acinetobacter sp., e recentemente 

linhagens de Streptomyces sp. (ANDRÄ et al., 2006; OHLENDORF et al., 2009; ROONEY et 

al., 2009; NAYAK et al. 2009; ČEJKOVÁ et al., 2014; CHEN et al., 2012; YAN et al., 2014).  

A principal desvantagem associada a esse grupo de glicolipídeos está relacionada à 

patogenicidade das espécies produtoras. Entretanto, a produção de ramnolipídeos por linhagens 

não patogênicas tem surgido como uma atraente possibilidade e alguns estudos nessa 

perspectiva descreveram a capacidade de produção desses biossurfactantes utilizando espécies 

de Pseudomonas putida, Acinetobacter calcoaceticus, Enterobacter asburiae e Burkholderia 

thailandensis (WITTGENS et al., 2011; HOŠKOVÁ et al., 2013; DÍAZ DE RIENZO, 

KAMALANATHAN & MARTIN, 2016; FUNSTON et al., 2016). 

Em relação às suas características tensoativas, os ramnolipideos são considerados 

potentes biossurfactantes, principalmente devido a sua capacidade de reduzir a tensão 

superficial da água de 72 mN/m para valores menores que 31 mN/m e com valores de CMC 

variando entre 20 a 225 mg/L (SYLDATK et al., 1985; NITSCHKE et al., 2005; DUBEAU et 

al., 2009).  A variabilidade nos valores de CMC e de redução de tensão superficial dos 

ramnolipídeos podem estar associadas ao tipo de processo de fermentação ou de purificação 

adotados, que interferem na composição global das isoformas presentes no biossurfactante 

bruto ou semi-purificado obtido, e por consequência, nas suas atividades tensoativas 

(PAULINO et al., 2016). 
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Figura 4.  Estruturas químicas de alguns biossurfactantes de baixo peso molecular de interesse biotecnológico produzidos por micro-
organismos. 
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Soforolipídeos são biossurfactantes geralmente produzidos por leveduras, incluindo 

Candida bombicola, Candida albicans, Candida floricola, Cryptococcus sp., Wickerhamiella 

domercqiae, Pichia anomala, Rhodotorula bogoriensis, entre outras. Estruturalmente, 

consistem em uma soforose, dois resíduos de glicose ligados por uma ligação glicosídica β-1,2, 

como porção hidrofílica e uma cadeia carbônica oriunda de um ácido graxo (HIRATA et al., 

2009; YANG et al., 2012; HU & JU 2001; MA et al., 2012; KONISHI et al., 2015; IMURA et 

al., 2010; BASAK et al., 2014). Esses glicolipídeos são capazes de reduzir a tensão superficial 

da água para valores em torno de 40 a 24 mN/m, com valores de CMC variando de 0,68 até 100 

mg/L (VAN BOGAERT et al., 2011; DENGLE-PULATE et al., 2013).  

Em contraste com os ramnolipídeos, os soforolipídeos são normalmente produzidos 

por linhagens não patogênicas de micro-organismos e em altas concentrações, tornando o 

desenvolvimento de processos em larga escala desse biossurfactante mais vantajoso quando se 

considera os aspectos de produtividade e segurança, desejáveis para todo processo 

biotecnológico de produção de metabólitos microbianos (PAULINO et al., 2016).  

Assim como outros biossurfactantes de baixo peso molecular, os soforolipídeos são 

sintetizados como uma mistura de diferentes isoformas, sendo subdivididos em dois grupos 

principais, incluindo soforolipídeos ácidos e soforolipídeos lactônicos. Além disso, esses 

compostos podem conter grupos acetilas no resíduo de soforose, aumentando ainda mais as 

possibilidades em termos de diversidade estrutural e tornando variável suas propriedades físico-

químicas e biológicas (ASMER et al., 1988; DESPANDE & DANIELS, 1995; VAN 

BOGAERT et al., 2011). Além disso, as características estruturais (número de carbonos, 

presença ou ausência de insaturações e hidroxilação) da cadeia carbônica de ácido graxo da 

porção hidrofóbica dos soforolipídeos e de outros glicolipídeos podem variar dependendo do 

substrato utilizado como fonte de carbono no processo biotecnológico (SHIN et al., 2010; DÍAZ 

DE RIENZO et al., 2015).  

Os trealose lipídeos são os glicolipídeos produzidos por diversas linhagens 

bacterianas, membros da ordem dos Actinomycetales, como Mycobacterium sp., Micrococcus 

sp., Nocardia sp., Gordonia sp., Dietzia sp., Tsukamurella sp., Skermania sp., Williamsia sp., 

Corynebacterium sp., Brevibacteria sp., Arthrobacter sp., Rhodococcus sp., sendo também 

reportada a produção por algumas linhagens de leveduras e fungos (SHAO, 2011; LANG & 

PHILP, 1998).  
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Em termos estruturais, os trealose lipídeos possuem como resíduo hidrofílico uma 

molécula de trealose, formada por duas unidades de glicose ligadas através de uma ligação α, 

α-1, 1-glicosídica, e uma porção hidrofóbica representada por cadeias de ácidos graxos como 

ácido succínico, octanóico, decanóico e ácidos micólicos (ASSELINEAU & ASSELINEAU, 

1978; PETRIKOV et al., 2013; FRANZETTI et al., 2010).  

Assim como outros biossurfactantes de baixo peso molecular, os trealose lipídeos 

possuem uma grande variedade de tipos e isoformas, sendo os mais conhecidos os trealose 

lipídeos monomicolatos, trealose lipídeos dimicolatos, trealose lipídeos trimicolatos, derivados 

acilados não iônicos, trealose lipídeos tetra-ésteres aniônicos e succinoil trealose lipídeos 

(KUYUKINA & IVSHINA, 2010; KÜGLER et al., 2014).  Entre esses, o trealose lipídeo mais 

conhecido é o 6,6’-trealose lipídeo dimicolato, também denominado “fator-corda”, formado por 

dois ácidos micólicos de número variável de carbonos esterificado com o grupo 6-hidroxil de 

cada glicose, sendo reconhecido como o glicolipídeo micobacteriano marcador de 

patogenicidade de várias linhagens de Mycobacterium tuberculosis (ISHIKAWA et al., 2009; 

SHAO, 2011; SUTCLIFFE, 1998; RYLL et al., 2001; WELSH et al., 2013). Devido à 

diversidade estrutural, os trealose lipídeos possuem diferentes propriedades tensoativas, sendo 

reportado a capacidade de redução da tensão superficial da água para valores entre 43 e 24,1 

mN/m e exibindo valores de CMC de 0,7 até 37 mg/L (YAKIMOV et al., 1999; TULEVA et 

al., 2009; MARQUÉS et al., 2009). 

Outra família de glicolípideos que tem atraído a atenção nos últimos anos devido 

às suas potenciais aplicações é a de manosileritritol lipídeos. Assim, as informações sobre esses 

bissurfactantes serão discutidos posteriormente em um tópico específico. 

3.3.2 Produção biotecnológica e potenciais aplicações dos biossurfactantes glicolipídicos 

O maior desafio para a inserção dos biossurfactantes no mercado está relacionado 

aos custos envolvidos com sua produção e purificação. Em muitos bioprocessos, o custo da 

etapa de downstream, que inclui a recuperação e purificação dos produtos, compreende 60-70% 

do custo total, tornando alguns processos impraticáveis economicamente (ZEIKUS et al., 

1999). No contexto dos biossurfactantes, estima-se que o custo das matérias-primas aplicadas 

aos processos de produção gire em torno de 30% do custo total (MULLIGAN & GIBBS, 1993). 

Para contornar esses obstáculos, muitos autores sugerem o uso de substratos de baixo custo, 

como resíduos e sub-produtos agroindustriais, além da identificação e otimização das melhores 
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condições de cultivo e de nutrientes do processo biotecnológico de produção de biossurfactantes 

(PAULINO et al., 2016; MUKHERJEE et al., 2006; SANTOS et al., 2014; FAI et al., 2015; 

MOUAFI et al., 2016; DEEPIKA et al., 2016). 

Vários tipos de planejamento experimental podem ser aplicados para o screening 

das variáveis estatisticamente significativas e/ou otimização dos parâmetros do processo 

fermentativo de produção de biossurfactantes, entre eles destacam-se o Delineamento 

Composto Central Rotacional (DCCR), planejamento Fatorial Fracionado, Taguchi design, 

Box–Behnken design e Plackett-Burman (NALINI & PARTHASARATHI, 2017; OHADI et 

al., 2017; WEI et al., 2007; ALI RAZA et al., 2014; RANE et al., 2017). Essas estratégias são 

vantajosas pois possibilitam avaliar a influência de diversas variáveis associadas ao meio de 

cultivo e ao processo fermentativo de forma simultânea, além de permitir conhecer o impacto 

desses parâmetros sobre a concentração de biossurfactante produzido. 

 Portanto, o uso de ferramentas estatísticas de planejamento experimental pode ser 

considerado uma importante estratégia para otimizar e avaliar o desempenho de processos de 

produção de biossurfactantes, visando minimizar os custos de produção e aumento da eficiência 

em termos de rendimento e produtividade (PAULINO et al., 2016). Nesse contexto, nos últimos 

anos observou-se o aumento na utilização dessas abordagens nos processos biotecnológicos de 

produção de biossurfactantes glicolipídicos, principalmente ramnolipídeos. 

Em estudo realizado por Pereira e colaboradores (2013), um DCCR de 2 variáveis 

foi utilizado para avaliar os efeitos da concentração de glicerol como fonte de carbono e nitrato 

de sódio como fonte de nitrogênio na produção de ramnolipídeos. As melhores concentrações 

de biossurfactante obtidas foram de 2,75-3,88 g/L utilizando a linhagem de Pseudomonas 

aeruginosa PA1 após 120 horas de processo. Recentemente, após utilizar um delineamento do 

tipo Box–Behnken, Deepika e colaboradores (2016) alcançaram uma concentração de 5,9 g/L 

de ramnolipídeos após 48 horas de processo utilizando a linhagem de P. aeruginosa KVD-

HR42 e óleo de sementes de Pongamia glabra vent. (karanja oil) e nitrato de sódio como fontes 

de carbono e nitrogênio, respectivamente. 

Anteriormente, De Sousa e colaboradores (2011) reportaram a produção de 1,2 g/L 

de ramnolipídeos usando a linhagem de P. aeruginosa MSIC02 e glicerina hidrolisada como 

fonte de carbono. Nesse estudo foi utilizando um delineamento do tipo Fatorial Completo (24) 

para investigar os efeitos das concentrações de nitrogênio e fosfato, assim como o pH e a 
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temperatura do processo biotecnológico. Observou-se que o pH, temperatura e fosfato foram as 

variáveis mais significativas estatisticamente para o processo em questão. Recentemente, 

Hassan e colaboradores (2016) verificaram que o uso de um planejamento do tipo Plackett-

Burman mostrou-se vantajoso para investigar os efeitos de diversas variáveis, entre elas fonte 

de carbono e nitrogênio, concentração de sais, pH e temperatura, sobre a produção de 

ramnolipídeos por uma linhagem de Pseudomonas sp..  

A aplicação de estratégias de delineamento experimental para a produção de 

sorofolipídeos, trealose lipídeos ou manosileritritol lipídeos são escassas na literatura, sendo a 

abordagem mais comumente encontrada a avaliação de aplicabilidade de diferentes substratos 

hidrofílicos e hidrofóbicos de baixo-custo como substratos no processo biotecnológico. No que 

tange a produção de soforolipídeos, muitos estudos têm evidenciado o potencial de uma 

variedade de substratos de baixo-custo, preferencialmente os hidrofóbicos, como óleos 

vegetais, para a produção desses biossurfactantes (DAVEREY & PAKSHIRAJAN, 2009; 

MORYA et al., 2013; MADDIKERI et al., 2015). 

Os estudos pioneiros sobre o uso de substratos alternativos para a produção de 

soforolipídeos reportaram bons rendimentos utilizando gordura animal, resíduo de óleo de 

cozinha, melaço de soja e whey desproteinizado como fontes de carbono (DESPANDE & 

DANIELS, 1995; SHAH et al., 2007; SOLAIMAN et al., 2007; DANIEL et al., 1999). 

Utilizando gordura animal como fonte de carbono hidrofóbica, por exemplo, foi reportado a 

obtenção de 97-120 g/L de soforolipídeos em aproximadamente 70 horas de processo 

(DESPANDE & DANIELS, 1995). Estudos mais recentes mostraram a possibilidade de 

aplicação de substratos como óleos vegetais, álcoois e ácidos graxos isolados, alcançando 

diferentes concentrações de biossurfactantes, com pronunciada variação da estrutura química e 

nas propriedades físico-químicas dos soforolipídeos produzidos (DENGLE-PULATE et al., 

2013; JIMÉNEZ-PEÑALVER et al., 2016; SHIN et al., 2010). 

Outro ponto importante a se considerar sobre a produção de soforolipídeos é o fato 

de que praticamente 90% dos estudos utilizam a linhagem de Candida bombicola ATCC 22214 

nos processos de produção (DAVEREY & PAKSHIRAJAN, 2009 DAVEREY & 

PAKSHIRAJAN, 2010). Esse fato possibilita comparar os processos biotecnológicos 

reportados por diferentes autores em termos de eficiência uma vez que não haveria as variações 

inter- e intra-espécies como ocorrem na produção de ramnolipídeos e manosileritritol lipídeos, 
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que utilizam diferentes linhagens de micro-organismos, muitas vezes isolados selvagens 

provenientes de estudos de triagem. 

Além das altas concentrações alcançadas nos processos fermentativos, 

possibilidade de utilização de fontes de carbono de baixo-custo e padronização da linhagem 

produtora, os soforolipídeos são hoje os biossurfactantes com aplicação real na indústria, sendo 

encontrados em diferentes produtos como detergentes, produtos de limpeza e de higiene pessoal 

com apelo ecológico e cosméticos, comercializados por companhias estrangeiras como a 

Soliance (França), Saraya (Japão), Ecover (Bélgica) e MG Intobio Co. Ltd (Coreia do Sul) 

(VAN BOGAERT & SOETAERT, 2011). 

Considerando a influência das fontes de carbono sobre a estrutura química dos 

soforolipídeos, bem como de ramnolipídeos, vários estudos têm demonstrado a possibilidade 

de obtenção de uma variedade de análogos ou isoformas desses compostos com propriedades 

tensoativas e antimicrobianas diferenciais (WADEKAR et al., 2012; ROELANTS et al., 2016; 

MA et al., 2012; MA et al., 2014; MA et al., 2016; DENGLE-PULATE et al., 2014). Os 

soforolipídeos obtidos utilizando dodecanol como fonte de carbono, por exemplo, mostraram 

excelentes características de desempenho, com redução de tensão superficial para valores 

menores que 25 mN/m e um valor de CMC próximo de 0,7 mg/L (DENGLE-PULATE et al., 

2013). Em termos comparativos, as características tensoativas desses soforolipídeos foram 

superiores as encontradas para surfactantes químicos SDS (dodecil sulfado de sódio; CMC: 

6,73 mg/L) e dodecil tetraetilenoglicol éter (Laureth 4; CMC: 3,03 mg/L), que possuem valores 

de redução de tensão superficial de 32 mN/m e 35 mN/m, respectivamente. Além disso, a 

capacidade de redução de tensão superficial foi mais efetiva que a descrita para soforolipídeos 

produzidos utilizando ácido oleico (34 mN/m) como fonte de carbono. 

Nesse contexto, foi reportada a produção de uma mistura de ramnolipídeos 

composta por seis isoformas diferentes, obtida utilizando a linhagem Pseudomonas 

aeuroginosa DN1 (MA et al., 2016). Esse biossurfactante foi capaz de reduzir a tensão 

superficial da água para 25,88 mN/m, o valor de CMC encontrada foi de 50 mg/L e uma 

excelente atividade emulsificante também foi verificada, chegando aproximadamente 100% 

para uma variedade de hidrocarbonetos. 

Apesar dos resultados promissores obtidos com soforolipídeos e ramnolipídeos, 

observa-se que poucos estudos têm explorado o efeito de diferentes fontes de carbono na 
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produção de manosileritritol lipídeos (MELs), grupo esse que é considerado um dos mais 

promissores entre todos os tensoativos de origem microbiana. A maioria dos estudos está 

limitada à aplicação de óleo de soja como única fonte de carbono, sendo que a variação 

estrutural desse grupo de compostos está condicionada às diferentes espécies de leveduras do 

gênero Pseudozyma sp. utilizadas nos processos biotecnológicos. Portanto, fica claro a 

necessidade e importância de estudos que visem explorar diferentes fontes de carbono para a 

produção de biossurfactantes glicolipídicos, entre eles MELs, buscando novas possibilidades 

para a compreensão dos efeitos dos substratos sobre as características estruturais desses 

compostos e consequentemente sobre a sua eficiência tensoativa. 

3.3.3 Leveduras da família Ustilaginaceae na produção biotecnológica de Manosileritritol 

lipídeos (MELs) 

MELs consitem em uma família de biossurfactantes glicolipídicos produzidos 

principalmente por leveduras do gênero Pseudozyma sp. e Ustilago sp., que contêm um 

grupamento 4-O-β-D-manopiranosil-meso-eritritol ou 1-O-β-D-manopiranosil eritritol como 

porção hidrofílica, dois grupamentos acila nas posições C-2’ e C-3’ da manose como porção 

hidrofóbica e podem conter grupos acetila em C-4’ e C-6’ (ARUTCHELVI et al., 2008; FARIA 

et al., 2014) (Figura 5). Estruturalmente, esses glicolipídeos podem ser agrupados em quatro 

tipos principais, dependendo do grau e tipo de acetilação presente na sua estrutura, 

compreendendo MEL-A (di-acetilado), MEL-B (mono-acetilado em R1), MEL-C (mono-

acetilado em R2) e MEL-D (sem grupos acetila na sua estrutura).  

 

Figura 5. Estruturas químicas dos MELs e análogos produzidos por leveduras da família 

Ustilaginaceae. MEL-A: R1= Ac, R2= Ac; MEL-B: R1=Ac, R2=H; MEL-C: R1=H, R2= Ac; MEL-

D: R1=R2=H; n=6-16. 
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As espécies do gênero Pseudozyma que são reconhecidas como as melhores 

produtoras de MELs são P. antarctica, P. aphidis, P. rugulosa, P. parantarctica que produzem 

principalmente MEL-A e pequenas quantidades de MEL-B e MEL-C (YU et al., 2015). Outras 

espécies como P. crassa, P. hubeiensis, P. siamensis e P. tsukubaensis também foram 

reportadas como produtoras eficientes de MELs, principalmente MEL-B e C (FUKUOKA et 

al., 2008a; KONISHI et al., 2011; MORITA et al., 2008c; FUKUOKA et al., 2008b). Além 

disso, outros análogos estruturais desses biossurfactantes também foram descritos, incluindo 

manosilmanitol lipídeos (MML), manosilarabitol lipídeos (MAL) e manosilribitol lipídeos 

(MRL), correspondendo aos análogos em que o resíduo de eritritol é substituído por manitol, 

arabitol e ribitol, respectivamente (MORITA et al., 2009a; MORITA et al., 2012b; MORITA 

et al., 2015). 

A produção de MRL e MAL foi reportada em estudo realizado por Morita e 

colaboradores (2012) utilizando uma linhagem de P. parantarctica JCM 11752 cultivada em 

meio contendo 4% (m/v) de óleo de oliva e 4% de D-arabitol ou D-ribitol. Previamente, 

utilizando a mesma fonte de carbono hidrofóbica e com 4% de manitol foi observado a 

formação de MML utilizando o mesmo micro-organismo (MORITA et al., 2009a). 

Em geral, os MELs são capazes de reduzir a tensão superficial da água de valores 

próximos a 72 mN/m para valores abaixo de 30 mN/m. Além disso, são moléculas que possuem 

boa estabilidade quando submetidas a elevadas temperaturas, concentrações de sais e em ampla 

faixa de valores de pH (SAJNA et al, 2013). Outra característica peculiar dos MELs é 

denominada de propriedade de auto-montagem (Self-assemble property) (KITAMOTO et al., 

2009). Essa característica tem sido explorada para a aplicação desses biossurfactantes como 

carreadores na transfecção de genes, modelos para o estudo da estrutura e dinâmica de 

membranas bem como fenômenos celulares, incluindo exocitose, fusão celular e os fenômenos 

de transporte que ocorrem em nível de membrana (INOH et al., 2004; KITAMOTO et al., 

2009). 

Além das propriedades já citadas, alguns estudos demonstraram que os MELs 

podem exibir efeitos regenerativos e de hidratação sobre células epiteliais de humanos, atuar 

como inibidor da secreção de mediadores inflamatórios, e até mesmo apresentar atividades 

antioxidante e antitumoral (YAMAMOTO et al., 2012; MORITA et al., 2009b; TAKAHASHI 

et al., 2012; FAN et al., 2016). Dessa forma, esses biossurfactantes têm atraído a atenção de 
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muitos pesquisadores e setores industriais devido à variedade de possibilidades em termos de 

aplicação. 

A aplicação de MELs em cosméticos está relacionada, além das suas propriedades 

tensoativas, com sua capacidade de aumentar o conteúdo de água no estrato córneo da pele e 

nos efeitos de reparo em fios de cabelos danificados (YAMAMOTO et al., 2012; MORITA et 

al., 2009b; MORITA et al., 2013a). Além disso, recentes patentes desenvolvidas pela Henkel 

Company (DE102014225184 e DE102014221889) descreveram o uso de MELs para a 

melhoria do poder de detergência de formulações para remoção de manchas persistentes em 

produtos têxteis (SCHULZ et al., 2016; HELLMUTH et al., 2016). 

Os processos biotecnológicos de produção de MELs normalmente empregam fontes 

de carbono hidrofóbicas de origem vegetal, sendo o óleo de soja o mais utilizado (FAN et al., 

2014; ONGHENA et al., 2011; NIU et al., 2017). Além disso, o rendimento e os tipos de MELs 

obtidos são afetados por diversos fatores entre eles o tipo de fonte de carbono e nitrogênio 

empregada, o tempo total de fermentação e o biocatalisador envolvido no processo 

(ARUTCHELVI & DOBLE, 2011; MORITA et al., 2008). As concentrações de biossurfactante 

bruto obtidas geralmente são maiores que 10 g/L, entretanto poucos dados estão disponíveis 

para as concentrações de MELs purificados.  

Konischi e colaboradores (2011) descreveram a influência de extrato de levedura 

na produção de MELs por P. hubeiensis SY62. Nesse estudo, a produção biotecnológica de 

MEL foi realizada utilizando meio basal com diferentes concentrações de glicose, óleo de oliva 

e extrato de levedura. Quando 1 g/L de extrato de levedura e 50 g/L de óleo de oliva e glicose 

foram utilizados, 8,5 g/L de MEL foi produzido, enquanto que aumentando a concentração de 

extrato de levedura para 10 g/L e dobrando a concentração de óleo e glicose, a concentração de 

biossurfactante bruto obtido subiu para cerca de 49 g/L. Entretanto, quando fixada a 

concentração da fonte de nitrogênio orgânica e realizando outro aumento na concentração das 

fontes de carbono, a produção de MEL foi reduzida, indicando a influência do extrato de 

levedura na produção de MELs.  

Previamente, Morita e colaboradores (2008) testaram diferentes fontes de carbono, 

incluindo óleos de milho, oliva, palma, óleo de colza, girassol e de soja, na produção de MELs 

por P. parantarctica JCM 11752, observando que óleo de soja e de girassol forneciam em torno 

de 35 g/L de biossurfactantes, seguidos de óleo de milho e de oliva onde a concentração de 
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produto foi em torno de 30 g/L. Avaliando qual percentual de óleo de soja seria o mais adequado 

para maximizar a produção de MEL, esses autores testaram quatro diferentes concentrações 

(4%, 8%, 16% e 20%) do substrato hidrofóbico, concluindo que a partir de 16%(v/v) de óleo 

de soja a produção de MEL se mantinha constante, na faixa de 40 g/L. Por fim, com o intuito 

de avaliar qual a melhor fonte de nitrogênio inorgânico para a produção, foram testados NaNO3, 

NH4NO3 e (NH4)2NO4, sendo demonstrado que o nitrato de sódio era a fonte de nitrogênio mais 

adequada, haja visto que utilizando os demais sais, não foi possível a produção de MEL pela 

linhagem de levedura em questão.  

Analogamente, foram avaliados os efeitos das fontes de nitrogênio orgânico 

(extrato de levedura, peptona e ureia) e inorgânico (nitrato de sódio e nitrato de amônio) na 

produção de MEL pela linhagem de Ustilago scitaminea NBRC 32730, observando que a maior 

concentração de biossurfactante, cerca de 25 g/L, era obtida utilizando-se 1 g/L de ureia como 

fonte de nitrogênio (MORITA et al., 2011b). 

Em outro estudo, a utilização de ácido oleico e glicose como fontes de carbono em 

processo conduzido com uma linhagem de P. crassa, foram obtidos 4,6 g/L de MEL 

(FUKUOKA et al., 2008b). Além disso, após análise estrutural foi observado que diferentes 

análogos de MELs foram produzidos por essa linhagem, majoritariamente um diastereoisômero 

de MEL-A que exibiu diferentes propriedades tensoativas quando comparadas as até então 

reportadas na literatura.  

Outra abordagem interessante para a produção de MEL é o uso de linhagens 

selvagens isoladas de amostras naturais, como tecidos vegetais e amostras de solo (MORITA 

et al., 2012a). Nesse contexto, foi reportada a produção de uma nova isoforma triacilada de 

MEL-A, denominada MEL-A2, por uma linhagem de P. churashimaensis isolada de folhas de 

cana-de-açúcar (Saccharum officinarum) utilizando glicose como fonte de carbono (MORITA 

et al., 2011a). Esse biossurfactante exibiu baixo valor de CMC, em torno de 1,1 mg/L e foi 

capaz de reduzir a tensão superficial da água de 72 mN/m para 29,2 30 mN/m. Em um estudo 

prévio, os mesmos autores isolaram novas linhagens de leveduras de folhas da erva perila 

(Perilla frutescens), dentre as quais, uma linhagem de P. tsukubaensis foi capaz de produzir em 

torno de 73 g/L de MEL (MORITA et al., 2010a).  

Recentemente, Sari e colaboradores (2013) reportaram a produção de 115 g/L de 

MEL por uma linhagem endofítica de Pseudozyma sp. Y10BS025 isolada de folhas de 
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pimenteira (Piper betle L.). Após a purificação e caracterização a mistura de MELs foi capaz 

de reduzir a tensão superficial da água de 72 mN/m para valores próximos de 31 mN/m. 

Baseados nessas informações é possível notar a potencialidade de estudos de isolamento e 

screening de novas linhagens de leveduras da família Ustilaginaceae para a produção de MELs. 

Entretanto, poucos trabalhos são encontrados com esse enfoque e a maioria dos já realizados 

estão restritos aos desenvolvidos por Morita e colaboradores, o que limita a ampliação do 

conhecimento sobre esses biossurfactantes em termos de aplicação e novas possibilidades de 

produção.  
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Micro-organismos 

As linhagens de leveduras da família Ustilaginaceae (Tabela 1) utilizadas nesse 

projeto foram adquiridas a partir de um Termo de Transferência de Material (TTM) (ANEXO 

I) referente à remessa de amostra de componente do patrimônio genético para fins de pesquisa 

científica sem potencial comercial oriundo de uma colaboração firmada entre o Laboratório de 

Bioaromas e Compostos Bioativos (FEA-UNICAMP) e o Laboratório de Ecologia e 

Biotecnologia de Leveduras do Professor Dr. Carlos Augusto Rosa da Universidade Federal de 

Minas Gerais (UFMG). Além disso outras quatro linhagens foram cedidas pela Dra. Juliana 

Velasco de Castro Oliveira, pesquisadora do Laboratório Nacional de Ciência e Tecnologia do 

Bioetanol (CTBE), que integra o Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais 

(CNPEM, Campinas) (Tabela 1). 

Para fins de manutenção, todas as linhagens foram cultivadas em caldo YEPD 

(Yeast Extract Peptone-Dextrose: 10 g/L de extrato de levedura, 20 g/L de peptona, 20 g/L de 

glicose) por 72 horas e alíquotas de 500 µL adicionadas de 100 µL glicerol foram estocadas em 

ultra-freezer a -80°C.  

Para o uso nos experimentos, cada linhagem de levedura foi previamente reativada 

em 50 mL de caldo YEPD e cultivadas em shaker climatizado a 30°C, 200 rpm por 72 horas e 

posteriormente plaqueadas em YEPD ágar (10 g/L de extrato de levedura, 20 g/L de peptona, 

20 g/L de glicose e 15 g/L de ágar) e incubadas por 72 horas em estufa bacteriológica a 30°C. 

Tabela 1. Leveduras da família Ustilaginaceae utilizadas no desenvolvimento do projeto. 

Micro-organismo Código 

Moesziomyces sp. UFMG-CM-Y6131 

Moesziomyces sp. UFMG-CM-Y6132 

Moesziomyces sp. F16C1 CTBE-4 

Moesziomyces sp. F5C1 CTBE-3 

Pseudozyma aphidis UFMG-CM-Y1100 

Pseudozyma aphidis UFMG-CM-Y1226 

Pseudozyma aphidis UFMG-CM-Y1387 

Pseudozyma aphidis UFMG-CM-Y3468 
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Pseudozyma aphidis UFMG-CM-Y3533 

Pseudozyma aphidis UFMG-CM-Y5768 

Pseudozyma brasiliensis CTBE-1 

Pseudozyma graminicola UFMG-CM-Y1375 

Pseudozyma graminicola UFMG-CM-Y3531 

Pseudozyma hubeiensis UFMG-CM-Y940 

Pseudozyma hubeiensis UFMG-CM-Y1172 

Pseudozyma hubeiensis UFMG-CM-Y1183 

Pseudozyma hubeiensis UFMG-CM-Y1443 

Pseudozyma hubeiensis UFMG-CM-Y3413 

Pseudozyma hubeiensis UFMG-CM-Y4027 

Pseudozyma hubeiensis UFMG-CM-Y4078 

Pseudozyma hubeiensis UFMG-CM-Y4211 

Pseudozyma hubeiensis UFMG-CM-Y4234 

Pseudozyma hubeiensis UFMG-CM-Y4384 

Pseudozyma hubeiensis UFMG-CM-Y5442 

Pseudozyma jejuensis UFMG-CM-Y1230 

Pseudozyma jejuensis UFMG-CM-Y1495 

Pseudozyma jejuensis UFMG-CM-Y3653 

Pseudozyma prolifica UFMG-CM-Y3543 

Pseudozyma rugulosa UFMG-CM-Y1213 

Pseudozyma sp. UFMG-CM-Y770 

Pseudozyma sp.  UFMG-CM-Y849 

Pseudozyma sp.  UFMG-CM-Y1466 

Pseudozyma sp. F8B5 CTBE-2 

Pseudozyma vetiver UFMG-CM-Y1193 

Pseudozyma vetiver UFMG-CM-Y5454 

4.2 Screening de leveduras produtoras de biossurfactantes 

Considerando que a limitação de nutrientes pode afetar a produção de 

biossurfactantes, o estudo de triagem das leveduras foi realizado utilizando dois meios de 

cultivo diferentes: meio de cultivo rico em nutrientes e meio mineral com glicose.  
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4.2.1 Meio de cultivo rico em nutrientes 

 Após o crescimento das leveduras em placas de ágar YEPD, uma alçada foi 

inoculada em 150 mL de caldo YEPD e cultivadas em shaker climatizado a 30 °C e agitação de 

200 rpm. Para a seleção inicial das leveduras, foi realizado o monitoramento da tensão 

superficial por 120 horas. Para isso, a cada 24 horas, alíquotas de 10 mL foram retiradas em 

condições assépticas e centrifugadas a 9000 rpm, 5°C por 20 minutos para a remoção das 

células, e as medidas de tensão superficial do sobrenadante foram realizadas pelo método de 

placa em um tensiômetro modelo K12 (Kruss, GmbH, Alemanha). O tensiômetro foi 

configurado para uma série de medidas, com intervalo de 10 segundos entre elas, até que se 

encontrasse um desvio padrão menor que 0,2 mN/m ou até 50 repetições para cada amostra. 

4.2.2 Meio mineral com glicose 

Para a segunda parte do screening os micro-organismos foram cultivados em meio 

mínimo com uma única fonte de carbono. Para isso, 10 mL de inóculo cultivado por 72 horas 

em meio YEPD foram centrifugados a 9000 rpm, 5°C por 20 minutos. A biomassa resultante 

foi inoculada em erlenmeyer de 250 mL contendo 150 mL de meio mineral (FAN et al., 2014), 

composto por 3.0 g/L NaNO3, 0.3 g/L MgSO4.7H2O, 0.3 g/L KH2PO4 e 1.0 g/L de extrato de 

levedura com glicose (40 g/L) como fonte de carbono.  

O monitoramento da tensão superficial foi realizado a cada 24 horas retirando-se 

alíquotas de 10 mL do meio de cultivo com posterior remoção das células por centrifugação e 

medidas pelo método de placa em um tensiômetro modelo K12 (Kruss, GmbH, Alemanha). 

 Foram considerados potenciais produtores de biossurfactantes os micro-

organismos que apresentaram redução da tensão superficial do meio de cultivo para valores 

menores que 35 mN/m (PATOWARY et al., 2017; KONISHI et al., 2007). 

4.3 Estudo da aplicação de diferentes fontes de carbono para a produção de 

biossurfactantes 

Para as linhagens com melhor perfil de redução de tensão superficial na etapa de 

screening, foi realizado o estudo da aplicação de substratos hidrofílicos (manipueira e glicose) 

e hidrofóbicos (óleo de soja e ácido oleico) em meio mineral como fontes de carbono para o 

crescimento das leveduras. 
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As composições dos meios de cultivo foram: meio mineral (3.0 g/L NaNO3, 0.3 g/L 

MgSO4.7H2O, 0.3 g/L KH2PO4 e 1.0 g/L de extrato de levedura) com 10 g/L de glicose (G), 

meio mineral com 50% (v/v) de manipueira (M), meio mineral com 10 g/L de óleo de soja (OS) 

e meio mineral com 10 g/L de ácido oleico (AO). As fontes de carbono em que as leveduras 

apresentaram melhores perfis de crescimento foram utilizadas para a produção de 

biossurfactantes. 

O monitoramento do crescimento foi realizado através da determinação da 

biomassa seca. Alíquotas de 1 mL de cada meio foram retiradas assepticamente a cada 24 horas 

e centrifugadas a 9000 rpm, 5°C por 20 minutos. Os pellets resultantes foram secos em estufa 

de aquecimento programada à temperatura de 60°C por 24 horas, até peso constante. Em 

seguida a determinação da biomassa foi realizada gravimetricamente em balança analítica.  

4.4 Extração e purificação dos biossurfactantes  

4.4.1 Extração 

Após o término do processo fermentativo o meio de cultivo foi centrifugado a 9000 

rpm, 5°C por 20 minutos para remoção das células e o sobrenadante resultante foi transferido 

para um funil de separação e extraído com igual volume (1:1) de acetato de etila (FAN et al., 

2016). 

 A fase orgânica foi concentrada à pressão reduzida em evaporador rotativo e o 

extrato obtido foi denominado de biossurfactante bruto. Posteriormente, esse extrato foi lavado 

com uma mistura hexano:metanol:água (1:6:3) para a remoção de lipídeos e dos ácidos graxos 

livres (RAU et al.; 2005). A fase aquosa resultante foi lavada novamente com 100 mL de hexano 

e em seguida concentrada à pressão reduzida com temperatura do banho do evaporador rotativo 

ajustada para 65°C. A fração resultante após esse processo foi denominado biossurfactante 

semi-purificado. 

4.4.2 Purificação  

Para amostras com massas maiores que 100 mg, a purificação foi realizada em 

coluna aberta utilizando sílica flash como fase estacionária. O sistema de eluição consistiu de 

uma solução de clorofórmio: metanol (9:1). O processo de separação foi monitorado através de 

placas de CCD (cromatografia em camada delgada ou do inglês, TLC-Thin layer 
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chromatography). Para as amostras com massas menores que 100 mg, o processo de purificação 

foi realizado utilizando-se placas de TLC preparativa de sílica gel 60 (20x20cm, Merck). No 

último caso, a amostra foi dissolvida em volume adequado de eluente e aplicada 

horizontalmente a 1,5 cm na parte inferior da placa. Em seguida, as placas foram 

acondicionadas em cuba de vidro saturadas com eluente para o processo de separação.  

Após o término do processo de separação os spots foram visualizados com auxílio 

de câmara de ultravioleta (314 nm), marcados e posteriormente retirados com auxílio de 

espátula. A massa resultante para cada um dos spots foi extraída com aproximadamente 50 mL 

de clorofórmio: metanol (9:1), sob agitação constante por 30 minutos. Em seguida, a mistura 

foi filtrada com auxílio de papel filtro e o compostos purificados dissolvidos foram 

concentrados à pressão reduzida. 

4.5 Análise estrutural dos biossurfactantes 

4.5.1 Identificação dos biossurfactantes através de Espectrometria de Massas com 

Ionização por Electrospray (ESI-MS) 

As amostras dos extratos brutos e dos biossurfactantes purificados foram 

ressuspendidas em 500 μL de acetato de etila e posteriormente 10 μL foram diluídos em 900 

μL de metanol e 0,5 μL foram injetados em um sistema cromatográfico hifenado 6550 iFunnel 

Q-TOF LC/MS (Agilent, Santa Clara CA, USA) constituído de uma fonte de ionização do tipo 

electrospray (ESI) e um analisador de massas hibrido do tipo quadrupolo-tempo de voo (time-

of-flight) equipado com uma coluna Poroshell 120 SB-Aq 2,7 μm (2.1x100 mm, Agilent). O 

sistema de eluição foi composto pela fase móvel A constituída de água milli-Q acidificada com 

0,1% de ácido fórmico; e a fase móvel B foi acetonitrila. O fluxo de 0,35 mL/min foi utilizado 

seguindo o gradiente linear: 0-4 min, 30% a 65% de B; 4-7 min, 65% a 80% de B; 7-10 min 

80% a 100% B; mantendo em 100% B por 2 min e um tempo de pós-corrida a 30% de B durante 

3 minutos para o reequilíbrio da coluna. As tensões e temperaturas do espectrômetro de massas 

foram definidas como: VCap 3000 V; fragmentor voltage a 150 V; OCT 1RF Vpp a 750 V; 

Temperatura do gás a 290oC; Sheat gas a 350oC; O gás de secagem a 14 L/min; As 

fragmentações foram realizadas com energia de colisão normalizada (NCE) de 20 e 50. Os 

espectros de massa foram adquiridos em perfil e modo positivo com os íons nas formas sodiada 

[M+ Na]+ e/ou amoniada [M+NH4]+ e a faixa de aquisição foi de 100 a 1500 m/z. Os dados 

foram tratados com o software Agilent MassHunter Qualitative Analysis B0.7.  
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4.5.2 Análise dos biossurfactantes através de Ressonância Magnética Nuclear (RMN) 

A análise de ressonância magnética nuclear (RMN) foi realiza utilizando a 

aproximadamente 10 mg de amostra diluída em clorofórmio deuterado (CDCl3). Os espectros 

de hidrogênio (1H RMN) foram adquiridos a 25°C em um Espectrômetro de Ressonância 

Bruker Avance III 400, operando a 400 MHz. 

4.6 Determinação da concentração micelar crítica (CMC)  

Para determinação da CMC, os biossurfactantes purificados foram pesados e 

solubilizados, sendo sucessivamente diluídos e os valores de tensão superficial para cada 

diluição foram medidos pelo método de placa em um tensiômetro modelo K12 (Kruss, GmbH, 

Alemanha). A partir da plotagem dos valores de tensão superficial versus log da concentração, 

a CMC foi determinada utilizando o software Origin 8.0 (OriginLab, Northampton, 

Massachusetts, USA.), considerando esse como o valor do ponto de intersecção entre duas retas 

construídas com os valores de tensão superficial e log da concentração.  

4.7 Determinação do balanço hidrofílico-hidrofóbico (Hydrophilic and lipophilic balance, 

HLB) dos biossurfactantes purificados 

O valor de HLB para os MEL purificados foram determinados utilizando o método 

de Griffin’s, assim como adotado por Fukuoka e colaboradores (2007) e Worakitkanchanakul 

e colaboradores (2009). 

 Fórmula de Griffin’s: 

HBL= 20× (Mw/M) 

Em que, Mw representa o valor do peso molecular do resíduo hidrofílico do 

biossurfactante (manosileritritol ou equivalente) e M representa o peso molecular total do 

glicolipídeo purificado (GRIFFIN, 1954). 

4.8 Estudo da influência das fontes de carbono e nitrogênio na produção de MEL através 

de delineamento experimental e análise quimiométrica 

 

Foram realizados três planejamentos experimentais do tipo DCCR (Delineamento 

Composto Central Rotacional) com o intuito de avaliar os efeitos das fontes de nitrogênio 
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orgânico (extrato de levedura), nitrogênio inorgânico (NaNO3), e das fontes de carbono, 

hidrofílicas (glicose e manitol) e hidrofóbicas (óleo de soja e ácido oleico) na produção de 

MEL. Além disso, esse tipo de delineamento foi escolhido com objetivo de construir modelos 

preditivos e otimizar o processo de produção de biossurfactantes para as linhagens que 

apresentaram os melhores resultados na etapa de screening.  

Abaixo seguem as tabelas de variáveis e níveis avaliados nos delineamentos 

experimentais, bem como a matriz do DCCR, construída para 4 (k) variáveis independentes, 

composta por 2k + k×2+ 4 repetições no ponto central, totalizando 28 experimentos. A escolha 

dos níveis baseou-se na composição dos meios de cultivo tradicionalmente utilizados na 

produção de MEL e MML.  

Tabela 2. Variáveis e níveis da matriz dos três DCCR 24 realizados. 

Tabela 2.1. Variáveis e níveis avaliados no DCCR I. 

Variáveis Unidade 
Nível 

-2 -1 0 +1 +2 
X1 Óleo de soja g/L 10 25 40 55 70 
X2 Glicose g/L 0 20 40 60 80 
X3 Extrato de levedura g/L 1 2 3 4 5 
X4 NaNO3 g/L 0,2 0,6 1,0 1,4 1,8 

 

Tabela 2.2 Variáveis e níveis avaliados no DCCR II. 

Variáveis Unidade 
Nível 

-2 -1 0 +1 +2 
X1 Óleo de soja g/L 10 25 40 55 70 
X2 Manitol g/L 10 25 40 55 70 
X3 Extrato de levedura g/L 1 2 3 4 5 
X4 NaNO3 g/L 0,2 0,6 1,0 1,4 1,8 

 

Tabela 2.3 Variáveis e níveis avaliados no DCCR III. 

Variáveis Unidade 
Nível 

-2 -1 0 +1 +2 
X1 Ácido Oleico g/L 10 25 40 55 70 
X2 Manitol g/L 10 25 40 55 70 
X3 Extrato de levedura g/L 1 2 3 4 5 
X4 NaNO3 g/L 0,2 0,6 1,0 1,4 1,8 
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Tabela 2.4 Matriz codificada utilizada nos delineamentos do tipo DCCR para quatro variáveis 
independentes. 

Ensaio 

Fonte de 
carbono 

hidrofóbica 
(X1) 

Fonte de 
carbono 

hidrofílica  
(X2) 

Extrato de 
levedura  

 (X3) 

NaNO3 

 (X4) 

1 -1 -1 -1 -1 
2 +1 -1 -1 -1 
3 -1 +1 -1 -1 
4 +1 +1 -1 -1 
5 -1 -1 +1 -1 
6 +1 -1 +1 -1 
7 -1 +1 +1 -1 
8 +1 +1 +1 -1 
9 -1 -1 -1 +1 
10 +1 -1 -1 +1 
11 -1 +1 -1 +1 
12 +1 +1 -1 +1 
13 -1 -1 +1 +1 
14 +1 -1 +1 +1 
15 -1 +1 +1 +1 
16 +1 +1 +1 +1 
17 -2 0 0 0 
18 +2 0 0 0 
19 0 -2 0 0 
20 0 +2 0 0 
21 0 0 -2 0 
22 0 0 +2 0 
23 0 0 0 -2 
24 0 0 0 +2 
25 0 0 0 0 
26 0 0 0 0 
27 0 0 0 0 
28 0 0 0 0 

 

Equações de segunda ordem foram utilizadas para definição dos modelos, como 

mostrado abaixo: 

   jiijiiii XXXXY  22
0 (Equação 1) 

em que 𝑌 representa a resposta estimada pelo modelo, 𝑖 e 𝑗 correspondem à variação de 1 ao 

número de variáveis (𝑛), 𝛽0 é a média, 𝛽𝑖, 𝛽𝑖2 e 𝛽𝑖𝑗 representam os coeficientes linear, 

quadrático e de interação, respectivamente; 𝑋𝑖 e 𝑋𝑗 são as variáveis independentes codificadas. 

O coeficiente de correlação múltipla (R2) e o teste de Fisher (análise de variância - ANOVA) 
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foram utilizados para verificar a adequação estatística dos modelos propostos codificados aos 

pontos reais. As análises foram realizadas utilizando o software StatisticaTM 10.0 (Statsoft Inc, 

Oklahoma, USA). 

Como variáveis dependentes foram utilizadas a concentração de MEL bruto e a área 

total de isoformas presentes no extrato bruto de cada ensaio, obtido por extração a cada 24 horas 

e analisados por LC-ESI-MS. Além disso, para cada delineamento, foi monitorado o perfil de 

crescimento da levedura durante todo o processo biotecnológico, através da determinação de 

biomassa seca como descrito no item 3.3. 

Adicionalmente, foi realizada a Análise de Componentes Principais (PCA) como 

análise exploratória de dados com o objetivo de verificar se haveria ou não tendências de 

agrupamento dos ensaios, quais variáveis estariam associadas com esse fenômeno e quais as 

correlações entre os ensaios, as variáveis estudas e o tipo de isoforma de manosileritritol lipídeo 

produzida. Para isso, com base nos dados de LC-ESI-MS, os íons referentes aos 

biossurfactantes foram extraídos usando a função “extract compounds by molecular feature” do 

programa MassHunter Qualitative Analysis B0.7. Foi construída uma tabela alinhada dos dados 

utilizando o programa Excel do pacote Office 2016 e as análises quimiométricas foram 

realizadas na plataforma online do Metaboanalyst 3.0 (XIA & WISHART, 2016). Para a análise 

do PCA os dados foram auto-escalados e não foi usado normalização. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÕES 

5.1 Screening de leveduras produtoras de biossurfactantes 

A limitação de nutrientes como fontes de carbono, nitrogênio, sais e íons metálicos 

tem sido reportada como fator interferente na produção de diversos metabólitos microbianos de 

interesse biotecnológico, incluindo aromas, pigmentos e biossurfactantes (EQLI & ZINN, 

2003; VAN RIJSWIJCK et al., 2015; SURAIYA et al., 2017; NICOLÒ et al., 2017). Nesse 

contexto, o uso de meios de cultivo mínimos para a triagem de micro-organismos produtores 

de biossurfactantes tem sido reportado para bactérias, fungos filamentosos e leveduras 

(ELAZZAZY et al., 2015; ZHANG et al., 2016; ACCORSINI et al., 2012; QASI et al., 2014). 

Essa estratégia aliada ao monitoramento do perfil de redução de tensão superficial traz 

informações quantitativas e qualitativas sobre o efeito tensoativo dos metabólitos microbianos 

no meio de cultivo e pode ser considerado um dos métodos mais eficientes e confiáveis para a 

detecção de uma linhagem produtora de biossurfactantes (WALTER et al., 2010; MNIF & 

GHRIBI, 2015). 

Dessa forma, as Figuras 1 e 2 apresentam o perfil de redução de tensão superficial 

para as 34 linhagens de leveduras pertencentes a família Ustilaginaceae ao longo de 120 horas 

em meio de cultivo rico em nutrientes (caldo YEPD) e em meio mínimo contendo apenas 

glicose como fonte de carbono, respectivamente.  

Observou-se que quando as linhagens de leveduras foram inoculadas em condições de 

oferta de nutrientes houve a redução da tensão superficial do meio de cultivo rico em nutrientes 

para valores menores que 40 mN/m, e para nove desses micro-organismos, foi verificado que 

ao final de 120 horas de crescimento a tensão superficial era menor que 32 mN/m. Cooper & 

Goldenberg (1987), sugerem produção de biossurfactante se a tensão superficial do meio de 

cultivo for reduzida para valores em torno de 40 mN/m ou menos. Entretanto, deve-se 

considerar que o meio YEPD utilizado possui uma tensão superficial inicial de 

aproximadamente 50 mN/m, sendo, portanto, mais adequado observar a redução percentual da 

tensão superficial obtida pela diferença entre os valores de tensão do ponto inicial e final do 

processo de cultivo (Tabela 3). 
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Quando as mesmas linhagens de micro-organismos foram cultivadas em meio 

mínimo composto de 3g/L de NaNO3, 0,3 g/L de KH2PO4, 0,3 g/L de MgSO4.7H2O e 1g/L de 

extrato de levedura, com 40 g/L de glicose como única fonte de carbono, apenas quatro das 34 

linhagens apresentaram redução significativa (< 32 mN/m) da tensão superficial ao final de 120 

horas, reduzindo pela metade as linhagens potencialmente promissoras com base no screening 

com meio de cultivo complexo. As linhagens com melhores perfis de redução percentual da 

tensão superficial ao fim de 120 horas, para ambos os meios, foram: Pseudozyma aphidis 

UFMG-Y3533, P. aphidis UFMG-Y1387, P. aphidis UFMG-Y3468 e P. aphidis UFMG-

Y5778 (Tabela 1). Essa espécie de levedura é reconhecida como um importante produtor de 

manosileritritol lipídeos, principalmente MEL-A (FAN et al., 2014). 

 Os resultados obtidos para as linhagens de P.aphidis nesse estudo são condizentes 

aos reportados na literatura,  em que os valores de tensão superficial variaram de 26,2-34,7 

mN/m (RAU et al., 2005a; FAN et al., 2016). Em contrapartida, as linhagens de P.rugulosa e 

P.hubeiensis utilizadas nesse estudo não alcançaram, para nenhum dos dois meios de cultivo, 

redução significativa da tensão superficial, apesar de serem encontrados estudos na literatura 

sobre o potencial de produção de MELs (MORITA et al., 2006; KONISHI et al., 2011). Além 

disso, com base nos dados apresentados na Tabela 3, pode-se concluir que a utilização de meio 

mínimo foi vantajosa na discriminação das espécies com potencial de produção de 

biossurfactantes uma vez que permitiu observar de forma mais precisa o percentual de redução 

de tensão superficial exibido pelos micro-organismos. Levando-se em conta que alguns estudos 

consideram valores de tensão superficial final no meio de cultivo em torno de 40 mN/m como 

critério de seleção, nota-se,  por exemplo, que se fosse tomado apenas os dados obtidos em 

meio de cultivo complexo, a linhagem de P. jejuensis UFMG-Y1230, que exibiu um valor final 

de tensão superficial em meio YEPD de 32,74 mN/m, seria elencada como uma potencial 

produtora de biossurfactantes, o que não se confirmou quando essa linhagem foi estudada em 

meio mínimo, onde observou-se uma tensão final de 49,43 mN/m.  

Com base nos resultados dessa etapa do trabalho, as linhagens de Pseudozyma 

aphidis UFMG-Y3533, P. aphidis UFMG-Y1387, P. aphidis UFMG-Y3468 e P. aphidis 

UFMG-Y5778 foram selecionadas para a etapa de estudo da influência de diferentes fontes de 

carbono no crescimento e na produção de MELs.
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Tabela 3. Comparação entre a eficiência de redução de tensão superficial em meio de cultivo rico em nutrientes (YEPD) e em meio mínimo com 

glicose (MMG). 

Micro-organismo 

Tensão Superficial  

(mN/m) 
Eficiência na redução de tensão 

(%) 
YEPD MMG 

0h 120h 0h 120h YEPD MMG 

P. aphidis UFMG-Y1387 51,03 ± 0,02 30,48 ± 0,01 65,43 ± 0,08 29,51 ± 0,14 40,27 54,90 

P. aphidis UFMG-Y5768 50,21 ± 0,10 30,05 ± 0,08 64,72 ± 0,11 29,96 ± 0,03 40,15 53,71 

P. aphidis UFMG-Y3533 49,98 ± 0,08 29,39 ± 0,03 65,31 ± 0,07 29,97 ± 0,19 41,20 54,11 

P. aphidis UFMG-Y3468 50,82 ± 0,09 31,72 ± 0,08 64,48 ± 0,03 30,1 ± 0,02 37,58 53,32 

P. hubeiensis UFMG-Y4211 49,39 ± 0,11 34,85 ± 0,04 64,82 ± 0,01 38,73 ± 0,08 29,44 40,71 

Moesziomyces sp CTBE-4 49,44 ± 0,04 33,74 ± 0,09 65,32 ± 0,14 39,24 ± 0,02 31,75 39,81 

Moesziomyces sp CTBE-3 49,52 ± 0,06 35,19 ± 0,12 65,19 ± 0,09 44,96 ± 0,06 28,94 30,63 

P. rugulosa UFMG-Y1213 49,53 ± 0,11 34,63 ± 0,01 65,25 ± 0,07 48,75 ± 0,03 30,08 25,30 

P. jejuensis UFMG-Y1230 49,43 ± 0,08 32,74 ± 0,03 65,11 ± 0,02 49,34 ± 0,05 33,77 24,22 

Pseudozyma sp. UFMG-Y849  49,53 ± 0,12 39,39 ± 0,06 65,27 ± 0,05 49,82 ± 0,10 20,67 23,67 
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Entre as fontes de carbono testadas, não foi observado o crescimento das linhagens 

de leveduras apenas quando o meio mínimo contendo manipueira foi utilizado. A utilização 

desse substrato foi reportada em processos de produção de surfactina por linhagens de Bacillus 

subtillis e manosileritritol lipídeos por P. tsukubaensis (BARROS et al., 2008; FAI et al., 2014). 

Entretanto, esse resultado pode ser justificado considerando as diferenças fisiológicas inter-

espécies, pela complexidade do substrato ou ainda pela concentração testada não ser a mais 

conveniente para as espécies alvo desse trabalho. 

Quando glicose foi utilizada como fonte de carbono, foi possível evidenciar o 

crescimento das quatro linhagens de P. aphidis, com valores de biomassa seca ao final do 

processo de cultivo variando entre 4,6 a 9,84 g/L. Além disso, em relação à capacidade de 

produção de substâncias tensoativas, foram alcançados valores consideráveis de redução de 

tensão superficial, variando de 26,93 mN/m até 27,51 mN/m (Tabela 4). Esses valores indicam 

fortemente a produção de biossurfactantes uma vez que a tensão inicial do meio de cultivo 

contendo glicose era ao início do processo em torno de 65 mN/m. Esses resultados são 

condizentes aos reportados anteriormente por alguns autores, em que a produção de 

manosileritritol lipídeos por espécies de Pseudozyma sp. utilizando fontes de carbono 

hidrofílicas, como glicose, foi verificada (MORITA et al., 2007; FARIA et al., 2014).  

Morita e colaboradores (2007) demonstraram a viabilidade de produção de MELs 

por P. antarctica T-34 crescidas em meio mínimo contendo glicose, o que não foi verificado 

para a linhagem de P. aphidis ATCC 32657. Até então, as fontes de carbono hidrofílicas como 

glicose, glicerol, sacarose e manose eram utilizadas para o suporte no crescimento das linhagens 

de leveduras na produção de MEL, sendo esse estudo o primeiro na produção de MEL 

utilizando apenas glicose. Posteriormente, Faria e colaboradores também reportaram a 

produção de MELs utilizando 40 g/L de glicose, assim como xilose (40/L) e a mistura desses 

dois açúcares (20g/L+20g/L) como fontes de carbono por uma linhagem de P. antarctica. 

Adicionalmente, esses autores demonstraram ainda o potencial dessas fontes de carbono para a 

produção de MELs para linhagens de P. aphidis e P. rugulosa, sendo glicose a melhor estratégia 

em termos de concentração de produto obtido para as espécies testadas.  
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Tabela 4. Perfil de redução da tensão superficial e diluição micelar critica das linhagens 

selecionadas na etapa de screening em meio mínimo com diferentes fontes de carbono após 192 

horas de cultivo. 

 P. aphidis 

UFMG-Y1387 

P. aphidis  

UFMG-Y3468 

P. aphidis 

UFMG-Y3533 

P. aphidis 

UFMG-Y5768 

Glicose  

TS  27,51 ± 0,10 26,93 ± 0,02 29,48 ± 0,07 27,15 ± 0,11 

CMD-1  31,07 ± 0,04 30,82 ± 0,08 32,68 ± 0,02 31,09 ± 0,17 

CMD-2  58,42 ± 0,01 48,98 ± 0,09 59,55 ± 0,03 57,73 ± 0,08 

Manipueira 

TS  43,86 ± 0,19 45,03 ± 0,07 52,84 ± 0,12 49,43 ± 0,20 

CMD-1  57,23 ± 0,20 59,93 ± 0,11 61,34 ± 0,16 61,02 ± 0,13 

CMD-2  69,78 ± 0,09 70,02 ± 0,03 70,85 ± 0,20 70,20 ± 0,09 

Óleo de soja 

TS  28,93 ± 0,15 29,31 ± 0,13 29,02 ± 0,18 30,12 ± 0,12 

CMD-1  32,71 ± 0,14 31,28 ± 0,18 32,83 ± 0,20 31,39 ± 0,15 

CMD-2  59,26 ± 0,11 42,63 ± 0,14 54,81 ± 0,19 51,84 ± 0,16 

Ácido oleico 

TS  28,94 ± 0,19 28,11 ± 0,16 29,76 ± 0,20 28,95 ± 0,13 

CMD-1  35,87 ± 0,20 30,93 ± 0,15 34,66 ± 0,17 33,95 ± 0,18 

CMD-2  54,26 ± 0,17 46,52 ± 0,20 58,81 ± 0,14 50,96 ± 0,16 

TS: Tensão superficial (mN/m); CMD-1: Diluição micelar crítica (mN/m), fator de diluição =10; CMD-2: 
Diluição micelar crítica (mN/m), fator de diluição =100. 

Os resultados obtidos utilizando glicose (10 g/L) para as linhagens de P. aphidis 

UFMG-Y3533, P. aphidis UFMG-Y1387, P. aphidis UFMG-Y3468 e P. aphidis UFMG-Y576 

podem ser considerados promissores uma vez que demonstraram que essa espécie pode ser um 

potencial produtor de MELs utilizando uma fonte hidrofílica. As vantagens do uso de fontes de 

carbono hidrofílicas, como glicose, em comparação com as fontes hidrofóbicas, principalmente 

o óleo de soja, para a produção de MELs estão relacionadas à redução dos custos relacionados 

ao meio de cultivo e às etapas de purificação. Entretanto, a maior desvantagem está relacionada 

à concentração de biossurfactante obtido, sendo bem menor quando glicose é utilizada como 

fonte de carbono (MORITA et al., 2007). 
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Considerando os resultados apresentados na Figura 8, pode-se verificar que quando 

as linhagens de leveduras selecionadas foram cultivadas em meio mínimo contendo fontes 

hidrofóbicas, os melhores perfis de crescimento em termos de produção de biomassa foram 

alcançados utilizando ácido oleico e óleo de soja, variando de 18,38 g/L a 25g/L e 16,02 g/L a 

20,83 g/L, respectivamente.  

Em relação à produção de biossurfactantes (Tabela 4), foram observados baixos 

valores de tensão superficial, menores que 31 mN/m, após 192 horas de cultivo para as quatro 

linhagens de P. aphidis com o uso de óleo de soja e ácido oleico, comprovando a viabilidade 

desses compostos como substratos tanto para o crescimento quanto para a produção de 

biossurfactantes pelas linhagens de leveduras estudadas. Os óleos vegetais são os substratos 

convencionalmente utilizados na produção de MELs, mas resultam em processos de produção 

e recuperação muito complicados, havendo necessidade de várias etapas de extração líquido-

líquido com solventes orgânicos para a remoção do óleo residual e para alcançar níveis de 

pureza elevados, além de diminuir o rendimento de recuperação para próximo de 8% (MORITA 

et al., 2007; RAU et al., 2005b).  

As diluições micelares críticas, CMD-1 e CMD-2, são resultado da diluição de 10 e 

100 vezes do caldo livre de células em água, e confere um resultado semi-quantitativo sobre a 

concentração de biossurfactante produzido pelos micro-organismos. Esses valores estão 

diretamente correlacionados com a concentração de tensoativo na solução, sendo menores os 

valores de tensão superficial para concentrações crescentes de biossurfactante até o limite da 

CMC. Dessa forma, observa-se que a linhagem de P. aphidis UFMG-Y3468 foi a mais 

promissora em termos de concentração de biossurfactante produzido, pois apresentou os 

menores valores de CMD-1 (30,82 mN/m a 31,28 mN/m) e CMD-2 (42,63 mN/m a 48,98 mN/m) 

para os diferentes substratos após 192 horas de cultivo. Portanto, essa linhagem foi selecionada 

para as demais etapas do trabalho. 

5.3 Identificação dos biossurfactantes produzidos por Pseudozyma aphidis UFMG-Y3468 

utilizando diferentes fontes de carbono  

Utilizando cromatografia líquida de alta eficiência com ionização por electrospray 

acoplada a um analisador de massas do tipo tempo de vôo (LC-ESI-QTOF) para a 

caracterização preliminar dos extratos brutos, obtidos após a extração com acetato de etila, da 

linhagem de P. aphidis UFMG-Y3468 cultivada em glicose, óleo de soja e ácido oleico, foi 
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possível observar diferenças significativas na composição de MELs dependendo da fonte de 

carbono utilizada. 

Quando glicose foi utilizada como fonte de carbono, foram identificados quatro 

diferentes isoformas de MEL-A (tempos de retenção 6,25 min, 6,70 min, 7,22 min e 7,6 min) 

como compostos majoritários presentes no extrato bruto e dois picos minoritários que coeluiram 

com as duas isoformas predominantes de MEL-A, correspondentes aos tipos MEL-B e MEL-

C (Figura 9 A). Uma vez que MEL-B e C são homólogos estruturais, diferenciando-se apenas 

pela posição do grupo acetila, não foi possível separá-los uma vez que apresentaram tempos de 

retenção muito similares e podem também possuir mesma razão massa/carga (ONGHENA et 

al., 2011). Entretanto, levou-se em consideração o perfil de fragmentação para identificá-los e 

diferenciá-los dos MELs-A. A produção de MELs por P. aphidis utilizando glicose como fonte 

de carbono foi reportada por Faria e colaboradores (2014), entretanto, nesse estudo não foi 

determinada a composição em termos de homólogos de MELs presente no extrato bruto do 

biossurfactante.  

Com base nos resultados obtidos, pronunciada seletividade para a produção de 

isoformas de MEL-A pela linhagem de P. aphidis UFMG-Y3468 foi observada quando óleo de 

soja foi usado como fonte de carbono (Figura 9-B). A isoforma com tempo de retenção 6,25 

min foi o composto majoritário e com base no seu perfil de fragmentação, foi verificado que 

esse biossurfactante possuía um total de 18 carbonos na porção hidrofóbica, sendo então 

denominado MEL-A-18. Assim, as combinações que podem ser deduzidas para as cadeias de 

ácido graxo nos átomos C-2’e C-3’ do resíduo de manose para que esse valor seja alcançado, 

podem ser C9 + C9 e C10 + C8. Analogamente, a isoforma minoritária foi identificada como 

MEL-A-20, denotando que a porção hidrofóbica possui um total de 20 carbonos, podendo ter 

combinações de C10 + C10, C12 + C8, ou C14 + C6. 

O papel do óleo de soja como indutor da produção de MEL em uma linhagem de 

P. aphidis DSM70725 foi reportado por Günther e colaboradores (2015), onde foi verificada a 

produção de traços de apenas MEL-A sem a presença de fontes hidrofóbicas, enquanto que na 

presença de óleo de soja foi observado aumento da produção de MEL-A bem como a formação 

dos tipos MEL-B, MEL-C e MEL-D. Utilizando a mesma linhagem, Fan e colaboradores (2016) 
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A viabilidade do uso de ácido oleico como fonte de carbono para a produção de 

MELs só foi até então reportada para linhagens de P. antarctica e P. crassa (KIM et al., 2002; 

FUKUOKA et al., 2008). Utilizar um ácido graxo isolado como fonte hidrofóbica pode fornecer 

informações mais precisas sobre a seletividade de produção de diferentes tipos de homólogos 

de MELs uma vez que conseguiria uma padronização do substrato em termos de composição, 

o que não poderia ser observado com o óleo de soja, já que esse substrato é composto por vários 

ácidos graxos, incluindo ácido linolênico (18:3), ácido linoleico (18:2) e ácido oleico (18:1). 

Nesse contexto, foi utilizado ácido oleico como fonte de carbono no cultivo de P. aphidis 

UFMG-Y3468 e os resultados sugeriram a mesma seletividade para produção de MEL-A-18 e 

MEL-A-20 como compostos majoritários, assim como quando utilizando óleo de soja, mas 

também foi observada a produção de MEL-B/MEL-C (Figura 9C e Figura 10A). Dessa forma, 

quando comparado com o cultivo utilizando óleo de soja pode-se admitir que a seletividade 

global utilizando ácido oleico foi menor, haja visto que outros tipos de MELs foram produzidos.  

Analisando o perfil cromatográfico de forma individualizada para cada tipo de MEL 

produzido utilizando ácido oleico como fonte de carbono, é possível notar que seis homólogos 

diferentes de MEL-B /MEL-C foram produzidos (Figura 10 B) e pela primeira vez, foi 

verificada a produção de manosilmanitol lipídeo (MML) por uma linhagem de P. aphidis 

(Figura 10C). 

 O MML é um glicolipídeo análogo aos MELs, possuindo um resíduo de manitol 

ligado ao carbono C-1’ da manose em substituição ao resíduo de eritritol convencionalmente 

encontrado nos MELs. O primeiro estudo sobre a produção biotecnológica de MML foi 

publicado por Morita e colaboradores (2009) utilizando uma linhagem de P. parantarctica JCM 

11752, que foi capaz de alcançar uma concentração em torno de 18 g/L desse glicolipídeo 

utilizando 16% de manitol e 4% de óleo de oliva como fontes de carbono. Assim como ocorreu 

com a P. aphidis UFMG-Y3468 cultivada em ácido oleico, o biossurfactante majoritário foi 

MEL-A, indicando que a co-produção de MML é resultado de uma competição endógena de 

moléculas de manitol e eritritol na reação mediada pela GDP-manose transferase na via de 

biossíntese de MELs. 

Para que fossem determinadas as estruturas químicas dos biossurfactantes 

produzidos, foram realizados experimentos de MS/MS uma vez que a partir dos fragmentos 

obtidos para cada um dos compostos se torna possível determinar, por exemplo, o tamanho das 
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Tabela 5. Isoformas majoritárias de cada tipo de biossurfactante encontrado no cultivo de 

Pseudozyma aphidis UFMG-Y3468 em meio mínimo contendo ácido oleico como fonte de 

carbono identificadas por espectrometria de massas. 

Isoforma Estrutura química 
Fórmula 

molecular 

Massa 

exata 

(a.m.u) 

MEL-A-18 

 

C32H56NaO13
+ 671,3613 

MEL-B/ 

MEL-C-18 

 

C30H54NaO12
+ 629,3507 

MML-A-18 

 

C34H60NaO15
+ 731,3824 
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5.4 Purificação e caracterização dos biossurfactantes produzidos por Pseudozyma aphidis 

UFMG-Y3468 utilizando diferentes fontes de carbono  

Considerando que houve variação na composição dos biossurfactantes produzidos 

utilizando glicose e ácido oleico, foram realizados experimentos para a purificação e 

caracterização desses compostos. Para isso, a linhagem de P. aphidis UFMG-Y3468 foi 

cultivada em frascos de 1L contendo 400 mL de meio de cultivo mínimo suplementado com 

glicose ou ácido oleico. O processo foi conduzido por 10 dias e após esse período o meio de 

cultivo foi centrifugado e extraído com acetato de etila (1:1). A fase orgânica obtida foi seca 

com sulfato de sódio e concentrada em evaporador rotativo. O extrato bruto obtido foi então 

lavado com solução hexano:metanol:água (1:6:3) e purificado através de cromatografia em 

coluna aberta empacotada com sílica flash ou em cromatoplacas de TLC. 

Foram obtidos 0,9 g/L de extrato bruto para o cultivo com glicose como fonte de 

carbono e 12,03 g/L de extrato bruto para o cultivo com ácido oleico. Essa diferença era 

esperada com base nos resultados de estudos que compararam o uso de substratos hidrofílicos 

(glicose) e hidrofóbicos (óleo de soja) como fontes de carbono para a produção de MEL por 

linhagens de P. antarctica T-34 e P. aphidis ATCC 32657 (MORITA et al., 2007). Além disso, 

apesar da quantidade de MEL produzida utilizando meio de cultivo com glicose ser menor que 

1 g/L, esse valor foi similar aos reportados para linhagens de P. parantarctica e P. antarctica, 

onde foram produzidos 1,2 g/L e 1,3 g/L, respectivamente, utilizando esse mesmo substrato 

(FUKUOKA et al., 2007). 

Apesar da menor concentração observada com o uso de glicose, tem-se sugerido 

que essa abordagem seria potencialmente vantajosa uma vez que facilitaria o processo de 

purificação (MORITA et al., 2007; RAU et al., 2005b). Nesse caso, foi observado que o caldo 

livre de células após centrifugação no cultivo com o uso de ácido oleico possuía grande 

quantidade de substrato, sendo esse um potencial interferente no processo de purificação uma 

vez que possuía grande solubilidade em acetato de etila utilizado no processo de extração, sendo 

requerida uma etapa de lavagem do extrato bruto. Em contrapartida, o caldo livre de células do 

cultivo com glicose se mostrou menos complexo e de fácil extração.  

Após o processo de purificação, foram recuperados 2,59 mg de MEL-A e 1,90 mg 

de MEL-B do extrato bruto produzido com glicose. Esses compostos foram então 

caracterizados por RMN 1H e espectrometria de massas para a confirmação de suas estruturas 
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químicas. Na Figura 14 estão representados os perfis dos espectros de RMN 1H para esses 

compostos purificados. 

 

 

Figura 14. Espectro de RMN 1H dos biossurfactantes produzidos por P. aphidis UFMG-Y3468 

em meio mínimo contendo glicose. (A) MEL-A-18; (B) MEL-B/MEL-C-18. 

O perfil do espectro de RMN 1H apresentado para o MEL-A foi muito similar ao 

reportado por Fan e colaboradores (2016), já que foram observados os deslocamentos químicos 

(δ 2,14s, δ 1,97s) característicos de hidrogênios de grupo metila dos grupamentos acetilas 

presentes nos carbonos C-4’ e C-6’ da manose, especificamente encontrados na estrutura desse 

A 

B 
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tipo de manosileritritol lipídeo. Além disso, com base nos valores dos deslocamentos químicos 

dos outros prótons da molécula, observados na tabela 6, foi confirmada a estrutura uma vez que 

foram os mesmos encontrados em trabalhos anteriores em que a produção de MEL-A foi 

reportada (MORITA et al., 2009b; FAN et al., 2017).  

Tabela 6. Deslocamentos químicos dos MELs produzidos por P. aphidis Y3468 em meio 
mineral contendo 1% de glicose como fonte de carbono. 

Prótons 

1H NMR δ (ppm)  
 

MEL-A MEL-B/ MEL-C 
D-manose   
H-1’ (C-1’) 4,64 d 4,64 d 
H-2’ (C-2’) 5,44-5,47 dd 5,43-5,44 dd 
H-3’ (C-3’) 4,99-5,02 dd 4,83-4,86 dd 
H-4’ (C-4’) 4,15-4,17 m 4,15-4,16 m 
H-5’ (C-5’) 3,61-3,71 m 3,61-3,73 m 
H-6’ (C-6’) 3,80-3,82 m 3,77-3,82m 
meso-Eritritol   

H-1 (C-1) 3,61-3,82 m 3,61-3,82 m 
H-2 (C-2) 3,61-3,82 m 3,61-3,82 m 
H-3 (C-3) 3,61-3,82 m 3,61-3,82 m 
H-4a (C-4a) 3,61-3,82 m 3,61-3,82 m 
H-4b (C-4b) 3,90-3,91 dd 3,90-3,93 dd 
Grupo acetila (s)   
-CH3 2,14; 1,97 s 2.07 s 
Grupos acila   
-CH3 0,79-0,83 m 0,79-0,83 m 
-(CH2)n 1,19 b 1,19 b 
-CO-CH2- (C-3’) 2,14-2,16 m 2,31 m 
-CO-CH2- (C-2’) 2,34-3,39 m 2,35 m 
-CO-CH2-CH2- 1,49-1,60 b 1,48-1,57 b 

s, singlet; d, doublet; dd, double doublet; t, triplet; m, multiplet; b, broad 

Comparativamente, foram observadas similaridades para os deslocamentos 

químicos atribuídos aos H1-H4 do resíduo de eritritol (δ 3,61- 3,93m) e H1’-H6’do resíduo de 

manose (δ 4,64d, δ 5,44dd, δ 4,99dd, δ 4,86dd, δ 4,15m, δ 3,61m e δ 3,82m) tanto para o MEL-

A quanto para o MEL-B, o que era esperado uma vez que esses compostos apresentaram a 

mesma estrutura manose-eritritol diferindo apenas na quantidade de grupamentos acetila na 

molécula, dois para MEL-A e um para MEL-B, respectivamente. Esse padrão de deslocamento 

foi observado para os MEL-A MEL-B e MEL-C reportados nos trabalhos de Morita e 

colaboradores (2008c), Fukuoka e colaboradores (2008b) e Yamamoto e colaboradores (2013). 



69 
 

 
 

Em relação aos biossurfactantes produzidos para o cultivo com ácido oleico, foram 

recuperados, após a purificação, 10,38 mg de MEL-A, 1,40 mg de MEL-B/MEL-C e 1,72 mg 

de MML. O perfil do espectro de RMN 1H para cada um desses compostos é mostrado na Figura 

15. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Espectro de RMN 1H dos biossurfactantes produzidos por P. aphidis UFMG-Y3468 

em meio mínimo contendo ácido oleico. (A) MEL-A-18; (B) MEL-B/MEL-C; (C) MML-18. 
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Figura 15. Espectro de RMN 1H dos biossurfactantes produzidos por P. aphidis UFMG-Y3468 

em meio mínimo contendo ácido oleico. (A) MEL-A-18; (B) MEL-B/MEL-C; (C) MML-18. 

Com base nos perfis de RMN 1H apresentados, observou-se que o MEL-A 

produzido utilizando ácido oleico possui grande similaridade estrutural com aquele encontrado 

utilizando glicose como fonte de carbono, tanto para os deslocamentos químicos dos prótons 

H1’-H6’ do resíduo de manose como para os atribuídos para os prótons H1-H4 do resíduo de 

eritritol (Tabela 7). O mesmo se aplica para os deslocamentos químicos dos prótons dos dois 

grupos acetilas, sendo observados valores de δ 2,14s, δ 1,97s para o MEL-A produzido em 

glicose e δ 2,03s, δ 1,97s para o produzido com ácido oleico. Os perfis característicos de MEL-

B/MEL-C também se mostraram muito similares independente da fonte de carbono utilizada.  

Em relação ao perfil de RMN 1H do MML produzido (Figura 15C), pode-se notar 

que se trata de um derivado diacetilado pois foram detectados dois deslocamentos químicos, δ 

2,03s e δ 1,96s, com multiplicidade idêntica aos encontrados em MEL-A. Dessa forma, o MML 

produzido pela P. aphidis UFMG-Y3468 em meio mínimo contendo ácido oleico pode ser 

denominado como MML-A. A produção desse tipo de biossurfactante foi reportado pela 

primeira vez em um processo conduzido com a linhagem de P. parantarctica JCM 11752, onde 

os deslocamentos para os prótons H1’-H6’ do resíduo de manose e de H1-H6 do resíduo de 

manitol foram similares ao encontrado para P. aphidis UFMG-Y3468. 

  

 

C 
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Tabela 7. Deslocamentos químicos dos MELs produzidos por P. aphidis UFMG-Y3468 em 
meio mineral contendo 1% de ácido oleico como fonte de carbono. 

Prótons 1H NMR δ (ppm)  
 

MEL-A MEL-B/MEL-C MML-A 
D-manose    
H-1’ (C-1’) 4,65 s 4,61 s 4,67 s 
H-2’ (C-2’) 5,43-5,44 dd 5,42-5,43 dd 5,43-5,44 dd 
H-3’ (C-3’) 4,98-5,0 dd 4,83 dd 4,98-5,02 dd 
H-4’ (C-4’) 5,20 t 4,15-4,16 m 5,16-5,21 t 
H-5’ (C-5’) 3,60-3,70 m 3,57-3,72 m 3,59-3,63 m 
H-6’ (C-6’) 4,20 m 4,36-4,38 m 4,12-4,20m 
meso-Eritritol    

H-1 (C-1) 3,57-3,78 m 3,57-3,90 m - 
H-2 (C-2) 3,57-3,78 m 3,57-3,90 m - 
H-3 (C-3) 3,57-3,78 m 3,57-3,90 m - 
H-4a (C-4a) 3,76 m 3,75-3,77 m - 
H-4b (C-4b) 3,91 dd 3,90 dd - 
D-manitol    
H-1a - - 5,59m 
H-1b - - 3,81m 
H2-5 - - 3,59-3,81m 
H-6a - - 3,75dd 
H-6b - - 3,99dd 
Grupo acetila (s)    
-CH3 2,03; 1,97 s 2,07 s 2,03; 1,96 s 
Grupos acila    
-CH3 0,79-0,82 b 0,79-0,82 b 0,79-0,82 b 
-(CH2)n 1,18-1,25 b 1,18 b 1,18 b 
-CO-CH2- (C-3’) 2,25 m 2,23 m 2,23 m 
-CO-CH2- (C-2’) 2,38 m 2,34 m 2,34-2,39 m 

s, singlet; d, doublet; dd, double doublet; t, triplet; m, multiplet; b, broad 

Os resultados das análises de caracterização por RMN permitiram confirmar a 

capacidade da linhagem de P. aphidis Y3468 em produzir três tipos de biossurfactantes 

glicolipídicos quando ácido oleico foi utilizado como fonte de carbono, sendo essa a primeira 

vez que a produção de MML é reportada para leveduras dessa espécie. 

Com intuito de verificar se a capacidade em produzir MML era exclusiva da P. 

aphidis Y3468, uma segunda linhagem da mesma espécie que apresentou resultados 

satisfatórios na etapa de screening foi selecionada e cultivada com ácido oleico como fonte de 

carbono. Entre as três linhagens restantes que possuíam potencial, foi selecionada a linhagem 

de P. aphidis UFMG-Y5768, uma vez que o extrato livre de células desse micro-organismo 
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exibiu baixos valores de tensão superficial e CMD-1 quando cultivado em glicose, óleo de soja 

e ácido oleico. Assim, a produção e os processos de extração e purificação foram realizados da 

mesma forma como a descrita para a linhagem de P. aphidis UFMG-Y3468.  

Os resultados obtidos mostraram que essa linhagem foi capaz de produzir apenas 

dois tipos de MEL, sendo identificados como MEL-A e MEL-B/MEL-C. Após a etapa de 

purificação foram recuperados 3,37 mg de MEL-A e 2,02 mg de MEL-B. Os respectivos 

espectros de RMN 1H e perfil de descolamentos químicos para esses compostos são 

apresentados na Figura 16 e Tabela 8, respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Espectro de RMN 1H dos biossurfactantes produzidos por P. aphidis UFMG-Y5768 

em meio mínimo contendo ácido oleico. (A) MEL-A (B) MEL-B/MEL-C. 

A 
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Os deslocamentos químicos dos MELs produzidos pela linhagem de P. aphidis 

UFMG-Y5768 para os prótons H1’-H6’ do resíduo de manose e para os prótons H1-H4 do 

resíduo de eritritol foram muito similares aos descritos anteriormente para a linhagem UFMG-

Y3468, demonstrando que essas espécies possuem seletividades de produção de tipos de MEL 

distintas. Além disso, com a identificação por espectrometria de massas foi demonstrado que 

as diferenças dos MEL-A produzidos se encontravam nos grupamentos acila, sendo os 

majoritários C20:0 e C22:0. 

Tabela 8. Deslocamentos químicos dos MELs produzidos por P. aphidis UFMG-Y5768 em 
meio mineral contendo 1% de ácido oleico como fonte de carbono. 

Prótons 1H NMR δ (ppm)  
 

MEL-A MEL-B 
D-manose   
H-1’ (C-1’) 4,65 s 4,62 s 
H-2’ (C-2’) 5,42-5,40 dd 5,42-5,43 dd 
H-3’ (C-3’) 4,98-5,0 dd 4,82-4,86 dd 
H-4’ (C-4’) 5,20 t 5,15-5,20 t 
H-5’ (C-5’) 3,60-3,70 m 3,58-3,68 m 
H-6’ (C-6’) 4,20 m 4,12-4,20 m 
meso-Eritritol   

H-1 (C-1) 3,57-3,78 m 3,57-3,79 m 
H-2 (C-2) 3,57-3,78 m 3,57-3,79 m 
H-3 (C-3) 3,57-3,78 m 3,57-3,79 m 
H-4a (C-4a) 3,76 m 3,75-3,79 m 
H-4b (C-4b) 3,91 dd 3,81-3,86 dd 
Grupo acetila (s)   
-CH3 2,03; 1,97 s 2,07 s 
Grupos acila   
-CH3 0,79-0,82 b 0,79-0,82 b 
-(CH2)n 1,18-1,25 b 1,18-1,24 b 
-CO-CH2- (C-3’) 2,25 m 2,21-2,25 m 
-CO-CH2- (C-2’) 2,38 m 2,30-2,34 m 

s, singlet; d, doublet; dd, double doublet; t, triplet; m, multiplet; b, broad 

Portanto, com base em todos os resultados de caracterização ficou comprovada a 

seletividade diferencial na produção de MEL em uma mesma espécie de P. aphidis dependendo 

da fonte de carbono empregada. Esse mesmo comportamento foi descrito para a linhagem de 

P. churashimaensis OK96 isolada de folhas de cana-de-açúcar, em que diferentes MELs foram 

produzidos quando glicose e óleo de soja foram utilizados como fontes de carbono 

separadamente (MORITA et al., 2011a). 
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 Além disso, com base nos resultados apresentados foi observada também uma 

seletividade diferencial intra-espécie haja visto que cada linhagem de P. aphidis foi capaz de 

produzir isoformas majoritárias diferentes utilizando o mesmo substrato. Esse fato pode ser 

justificado considerando que as linhagens P. aphidis UFMG-Y3468 e P. aphidis UFMG-Y5768 

foram isoladas de diferentes locais e assim podem possuir características metabólicas 

diferenciais em relação a biossíntese de biossurfactantes. A primeira linhagem foi isolada de 

amostra de água coletada na Reserva Particular do Patrimônio Natural (RPPN) – Santuário do 

Caraça, no município de Catas Altas, no estado de Minas Gerais em estudo de isolamento 

realizado pelo grupo de pesquisa do Prof. Dr. Carlos Rosa da UFMG no ano de 2011. A 

linhagem de P. aphidis UFMG-Y5768 foi isolada posteriormente em 2013 pelo mesmo grupo 

de pesquisa a partir de um besouro da família Nitidulidae, coletado no Parque Estadual da Ilha 

Grande, no município de Angra dos Reis, estado do Rio de Janeiro.  

As diferenças metabólicas entre as linhagens de P. aphidis podem ser atribuídas ao 

conjunto de genes envolvidos na biossíntese de glicolipídeos. Nesse contexto, foi reportado a 

expressão de diferentes clusters de genes envolvidos biossíntese de biossurfactantes 

glicolipídicos em espécies de P. aphidis, sendo observado, por exemplo, na linhagem de P. 

aphidis DSM 70725 a expressão de genes que conferiam a capacidade de produção de 

manosileritritol lipídeos do tipo A, B, C e D, além de um cluster de genes responsável pela 

produção de celobiose lipídeos quando essa espécie foi cultivada em condições de limitação de 

nitrogênio (LORENZ et al., 2014). Analogamente, Günther e colaboradores (2015) em um 

estudo de transcriptômica demonstraram que essa mesma espécie de P. aphidis apresentava 

diferentes comportamentos em termos de produção de MELs quando em condições de presença 

e ausência de óleo de soja no meio de cultivo. Esses autores observaram que quatro dos cinco 

clusters de genes requeridos na biossíntese de MELs foram claramente induzidos pela 

presenção do componente hidrofóbico. Previamente Morita e colaboradores (2013) 

descreveram a produção de celobiose lipídeos pela linhagem de P. aphidis JCM 10318 também 

em condições de limitação de nitrogênio e a partir da análise de genes expressos por essa 

linhagem foi verificado a presença de um gene cyp1 envolvido na expressão de uma 

oxidoredutase P450 essencial para a biossíntese de celobiose lipídeos. Além disso, foi 

demonstrado que esse gene compartilhava 78% de similaridade com aquele ao descrito para a 

linhagem de U. maydis. Portanto, as variações na composição de MELs encontradas entre as 

espécies de P. aphidis e a variação observada para a mesma espécie em diferentes fontes de 
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carbono são esperadas considerando as possíveis variações no arsenal enzimático envolvido na 

produção de metabolitos secundários. 

5.5 Determinação da Concentração Micelar Crítica (CMC) e Balanço Hidrofílico-

lipofílico (Hydrophilic and lipophilic balance, HLB) dos biossurfactantes purificados 

A CMC é um parâmetro muito útil e determina a eficiência de um composto 

tensoativo, incluindo os biossurfactantes (SANTOS et al., 2016). Esse parâmetro pode ser 

influenciado por diferentes fatores, como temperatura, força iônica, presença de impurezas e 

principalmente pelas características estruturais dos compostos, como tamanho das cadeias na 

porção hidrofóbica e presença de cargas na porção hidrofílica (CORAZZA et al., 2009; 

MANAARGADOO-CATIN et al., 2016; NGUYEN et al., 2008; VISHNYAKOV et al., 2013). 

Além disso, a CMC fornece informações que direcionam as potenciais aplicações do composto 

tensoativo, incluindo biorremediação, detergência, ingrediente em formulações cosméticas e 

farmacêuticas, entre outros (MAO et al., 2015; LÉMERY et al., 2015). São considerados 

eficientes aqueles compostos tensoativos que apresentam baixos valores de CMC, denotando 

que uma quantidade muito baixa é necessária para que o efeito de redução de tensão superficial 

seja observado, enquanto que a efetividade se refere a redução no valor de tensão, sendo que 

quanto menor o valor de tensão obtido, maior será a efetividade do composto (DESAI & 

BANAT, 1997; PACWA-PŁOCINICZAK et al., 2011). 

 Portanto, considerando a importância desse parâmetro, foram determinadas as 

CMCs dos diferentes tipos de MELs produzidos pelas linhagens de P. aphidis UFMG-Y3468 

e P. aphidis UFMG-Y5768 em ácido oleico (Tabela 9). Considerou-se como valor calculado 

de CMC (mg/L) o ponto de intersecção obtido quando são traçadas duas retas no gráfico de 

redução de tensão em função da concentração (Figura 17). O valor de CMC (molar) foi 

calculado considerando a contribuição de cada isoforma, dada pelo percentual de abundância 

relativa obtido nas análises de LC-ESI-MS. Entre os três tipos de biossurfactantes produzidos 

pela linhagem de P. aphidis UFMG-Y3468, o MML pode ser considerado o mais eficiente, uma 

vez que seu valor de CMC foi o menor entre os calculados, reduzindo a tensão para cerca de 

26,60 mN/m. Sua efetividade em termos de tensão superficial foi praticamente a mesma que a 

do MEL-A (26,07mN/m), que possui um valor de CMC cerca de duas vezes maior que o do 

MML.
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Tabela 9. Valores de CMC e tensão superficial na CMC (γCMC) para os MELs produzidos por P. aphidis UFMG-Y3468 e P. aphidis UFMG-Y5768 
em meio mineral contendo 1% de ácido oleico como fonte de carbono. 

MM: massa molar; AR: abundância relativa; CMCcalc: ponto de intersecção calculado; γCMC: tensão superficial na CMC calculada; γCexp: menor valor de TS observado experimentalmente. 

Biossurfactante MM  
(g/mol) 

AR 
(%) 

CMCcalc 
(mg/L) 

CMCcalc 
(M) 

γCMCcalc 
(mN/m) 

γCexp 

(mN/m) 
MEL-A  P. aphidis UFMG-Y3468   
18:1 669,34 0,87 

1,81± 0,14 2,77×10-6 27,22± 0,19 26,07± 0,14 
18 648,38 82,41 
20:1 674,40 0,96 
20 676,40 15,23 
22 704,43 0,53 
MEL-B/MEL-C   P. aphidis UFMG-Y3468   
18B/C 606,36 45,98 

1,26± 0,57 2,03×10-6 36,56± 4,45 29,14± 0,20 

18B/C 606,36 18,33 
20B/C 634,39 20,13 
20B/C 634,49 5,44 
22 662,42 4,30 
24 690,45 5,78 
MML-18-A   P. aphidis UFMG-Y3468     
18 708,40 100 0,96± 0,23 1,35×10-6 31,81± 1,34 26,60± 0,19 
MEL-A  P. aphidis UFMG-Y5768   
18 648,37 6,84 4,96± 0,28 7,42×10-6 28,24± 1,85 27,24± 0,13 
20:1 674,40 8,13 
20 676,40 74,28 
22:1 702,42 2,82 
22 704,43 6,62 
MEL-B/MEL-C   P. aphidis UFMG-Y5768   
20B/C 634,39 69,57 3,65± 0,44 5,75×10-6 28,48± 3,75 27,24± 0,14 
20B/C 634,39 30,42 
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Y3468 possui 64% de isoformas C18 e o produzido pela P. aphidis UFMG-Y5768 possui 

apenas isoformas C22. 

A influência das características estruturais das cadeias de ácidos graxos da porção 

hidrofóbica nas propriedades tensoativas de MELs tem sido proposta por alguns autores. 

Yamamoto e colaboradores (2013) observaram esse tipo de influência em MELs do tipo B 

produzidos por P. tsukubaensis NBRC1940 utilizando diferentes fontes de carbono. O MEL-B 

convencional produzido com óleo de oliva possuía uma CMC de 4,5×10-6 M com uma tensão 

de 28,2 mN/m, enquanto que o novo MEL-B produzido com óleo de rícino mostrou um valor 

de 2,2×10-5 M, com tensão de 28,5 mN/m. Essa grande diferença foi atribuída principalmente 

ao fato de que esse segundo MEL-B possuía uma cadeia hidrofóbica hidroxilada, oriunda da 

incorporação do ácido ricinoleico (ácido 12-hidroxi-cis-9-octadecenóico), ácido graxo 

majoritário do óleo de rícino. 

Em estudo desenvolvido por Fukuoka e colaboradores (2007) diferenças 

significativas em termos de CMC foram verificadas para o MEL-A e MEL deacetilado e mono-

acilado produzido por P. antarctica T-34 utilizando glicose como fonte de carbono. O MEL-A 

convencionalmente produzido por essa linhagem apresentou uma CMC de 2,7×10-6 M e uma 

tensão de 28,4 mN/m, enquanto que o MEL deacetilado e mono-acilado apresentou uma CMC 

de 3,6×10-4 M com valor de tensão superficial de 33,8 mN/m. Portanto, foi demonstrado o 

papel das cadeias de ácidos graxos e do grau de acetilação na eficiência e efetividade de MELs, 

sendo que a ausência de uma cadeia de ácido graxo foi determinante para que o valor de CMC 

do MEL mono-acilado fosse bem superior ao do MEL-A.  

Além disso, foi demonstrado recentemente que o MEL do tipo D (deacetilado) 

produzido por uma linhagem mutante de P. hubeiensis, SY62-MM36 utilizando glicose e óleo 

de oliva como fontes de carbono apresentava uma CMC de 2,0×10-5 M com uma tensão de 29,7 

mN/m e seu análogo triacilado (com uma cadeia de ácido graxo esterificada no resíduo de 

eritritol) uma CMC de 3,0×10-5 M (KONISHI & MAKINO, 2018). Dessa forma, modificações 

na composição das cadeias hidrofóbicas e no grau de acetilação são fatores que influenciam a 

CMC dos MELs, sendo importante salientar que quando C4’ e C6’ do resíduo manopiranosil 

são substituídos por grupos hidroxilas, os MELs exibem alto caráter hidrofílico que leva ao 

aumento dos valores de CMC (YU et al., 2015). 
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Portanto, os resultados em termos de CMC e γCMC dos MELs produzidos pelas 

linhagens de P. aphidis UFMG-Y3468 e P. aphidis UFMG-Y5768 podem ser considerados 

promissores, sendo o MML-A-18 o mais eficiente entre os glicolipídeos produzidos. Esses 

compostos possuem grande potencial para aplicações em formulações cosméticas para uso 

tópico, haja visto que valores de CMC baixos são desejáveis para tensoativos incorporados a 

esse tipo de formulação pois estão relacionados a um menor potencial irritante, diferente dos 

tensoativos sintéticos aplicados, como os lauril sulfatos, considerados irritantes primários para 

a pele (CORAZZA et al., 2009; LÉMERY et al., 2015). Além disso, a substituição do resíduo 

de eritritol pelo de manitol no MML pode contribuir para outras atividades e aplicações a serem 

exploradas, uma vez que o manitol possui reconhecida atividade hidratante e antioxidante 

(ANDRÉ & VILLAIN, 2017; LIU et al., 2010; CONROZIER et al., 2014). 

Analogamente ao CMC, o HLB também representa um importante parâmetro que 

é utilizado para direcionar as aplicações dos compostos tensoativos. É um índice relativo 

calculado com base na proporção entre o resíduo hidrofílico e a massa total do composto, 

relacionando um determinado valor, de 0 a 20, de acordo com sua estrutura química, e foi 

descrito por Griffin em 1949 para categorizar os surfactantes não-iônicos (PASQUALI et al., 

2009; ZHENG et al., 2015).  

Sendo assim, de acordo com o conceito proposto, se um surfactante possui valores 

de HLB de 3-6 seria categorizado como um tensoativo lipofílico (emulsificante água/óleo), de 

7-9 como agente molhante, de 13-15 como detergente, e altos valores de HLB, entre 8-18, o 

composto seria categorizado como um tensoativo hidrofílico (emulsificante óleo/água) 

(GRIFFIN, 1949; PASQUALI et al., 2008; ZAFEIRI et al., 2017; HASSAS et al., 2014). 

Além disso, o HLB tem sido utilizado na área de cosméticos como critério de 

seleção de surfactantes e emulsificantes para aplicações em formulações específicas 

(WILLIAMS, 2007; GENOT et al., 2013). Entretanto, poucos estudos têm reportado a 

determinação desse parâmetro para os biossurfactantes, limitando as informações aos seus 

índices de emulsificação e tensão superficial. A Tabela 10 apresenta os valores de HLB para 

todas as isoformas contidas em cada tipo de MEL produzido pelas duas linhagens de P. aphidis 

estudadas nesse trabalho.  
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Tabela 10. Valores de HLB dos MELs produzidos por P. aphidis UFMG-Y3468 e P. aphidis 
UFMG-Y5768 em meio mineral contendo 1% de ácido oleico como fonte de carbono. 

Biossurfactante MM HLBG 

MEL-A  P. aphidis UFMG-Y3468 

18:1 669,34 8,45 

18 648,38 8,73 

20:1 674,40 8,40 

20 676,40 8,37 

22 704,43 8,03 

TOTAL 8,66* 

MEL-B/MEL-C  P. aphidis UFMG-Y3468 

18B/C 606,36 9,33 

18B/C 606,36 

20B/C 634,39 8,92 

20B/C 634,49 

22 662,42 8,54 

24 690,45 8,20 

TOTAL 9,12* 

MML  P. aphidis UFMG-Y3468 

18 708,40 9,63 

MEL-A  P. aphidis UFMG-Y5768 

18 648,37 8,73 

20:1 674,40 8,39 

20 676,40 8,37 

22:1 702,42 8,06 

22 704,43 8,03 

TOTAL 8,25* 

MEL-B/MEL-C  P. aphidis UFMG-Y5768 

22B/C 634,39 8,92 

22B/C 634,39 

* HLB da mistura de biossurfactantes calculada considerando a porcentagem de 

ocorrência de cada isoforma na fração purificada. 
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Pode-se observar que em relação ao HLB das isoformas de MEL-A, os valores 

variaram de 8,03 a 8,73, sendo que ao considerar a contribuição de cada isoforma com base em 

sua abundância relativa, o valor de HLB para o MEL-A produzido pela linhagem de P. aphidis 

UFMG-Y3468 foi de 8,66 e o produzido pela P. aphidis UFMG-Y5768 foi de 8,25. Esses 

valores são similares aos reportados para MEL-A na literatura, variando de 8,29 a 8,64 os MEL-

A produzidos por linhagens de P. antarctica e P. aphidis (FUKUOKA et al., 2008; GOOSSENS 

et al., 2016). Esses valores são próximos aos encontrados para os surfactantes não-iônicos 

Arlacel 20 e Span 20 (HLB 8,6), tipicamente utilizados como emulsificantes água/óleo, agentes 

molhantes e lubrificantes (PASQUALI et al., 2008; ASH & ASH, 2010).  

Os valores de HLB para os MEL-B, valor total considerando o percentual de 

isoformas encontradas, produzidos pelas linhagens de P. aphidis UFMG-Y5768 e UFMG-

Y3468 foram de 8,92 e 9,12, respectivamente. O valor de HLB encontrado para a P. aphidis 

UFMG-Y5768, composto majoritariamente por isorformas C20, é muito similar aos reportados 

em estudos anteriores. Enquanto que o valor encontrado para o MEL-B da P. aphidis UFMG-

Y3468 é levemente superior ao reportado para o MEL-B e MEL-C 20:0 produzido por P. 

aphidis MUCL 27852 (HLB 8,83) e MEL-B produzido por P. tsukubaensis NBRC 1940 (HLB 

8,9), sendo essa diferença explicada pela composição de isoformas presentes no MEL-B 

purificado, composto majoritariamente, por cerca de 64%, por isoformas C18 

(WORAKITKANCHANAKUL et al., 2009; GOOSSENS et al., 2016). Além disso, os valores 

de MEL-B descritos por outros autores e nesse trabalho são próximos ao do surfactante sintético 

Brij® L4/Laurteh 4 (HLB 9,0), utilizado como solubilizante e dispersante em produtos de 

higiene pessoal e cosméticos. 

 O valor de HLB calculado para o MML foi de 9,62, sendo o maior entre todos 

os MELs produzidos, e em relação a esse parâmetro, nenhum dado foi encontrado na literatura. 

Esse alto valor pode ser explicado com base nas características estruturais do MML, pois a 

massa molar do resíduo hidrofílico e a massa molecular total desse glicolipídeo são maiores 

que as dos outros MELs, possuindo, portanto, características diferenciadas. O valor de HLB do 

MML é próximo aos encontrados para os tensoativos químicos IGEPAL® CO-520 e polietileno 

sorbitol hexaoleato, utilizados no preparo de nanocompositos e nanopartículas, e como agente 

emulsificante, respectivamente (CHANG et al., 1994; CHANDRADASS & BAE, 2008). 

Portanto, os valores de HBL e os de CMC encontrados para os biossurfactantes 

produzidos pelas linhagens de P. aphidis UFMG-Y3468 e P. aphidis UFMG-Y5768 podem ser 



82 
 

 
 

indicativo do potencial desses compostos para diversas aplicações, constituindo informações 

importantes para que seu uso seja realizado de forma direcionada. 

5.6 Estudo da influência das fontes de carbono e nitrogênio na produção de MEL através 

de delineamento experimental e análise quimiométrica 

5.6.1 Influência da composição do meio de cultivo na produção de MELs por P. aphidis 

UFMG- Y3468 através de delineamento experimental  

O primeiro relato da produção de MELs ocorreu por volta de 1955, em um estudo 

realizado com uma cultura de Ustilago maydis PRL-627 produtora de celobiose lipídeos, sendo 

sua caracterização e categorização como glicolipídeos realizada mais tarde, em 1970, por 

Bhattacharjee e colaboradores em um processo conduzido com a mesma linhagem de micro-

organismo (HASKINS et al., 1955; BHATTACHARJEE et al., 1970). Ao longo dos anos, com 

a realização de mais estudos, percebeu-se que os MELs eram produzidos como compostos 

majoritários em culturas de leveduras do gênero Pseudozyma sp. (KONISHI et al., 2007). Desde 

então, a maioria dos processos de produção biotecnológica de MELs por linhagens do gênero 

Pseudozyma sp., inclusive o de maior rendimento até hoje reportado (165 g/L), foi realizada 

utilizando basicamente um meio de cultivo simples, composto por KH2PO4, MgSO4.7H2O, 

NaNO3 e extrato de levedura, adicionado de uma ou mais fontes de carbono, sendo o óleo de 

soja a mais utilizado (RAU et al., 2005; KITAMOTO et al., 1990; FUKUOKA et al., 2007; 

MORITA et al., 2008a). 

Alguns estudos sugeriram a influência das fontes de nitrogênio orgânico e 

inorgânico na produção de MELs, indicando que extrato de levedura e NaNO3 seriam as fontes 

de nitrogênio mais adequadas, levando a melhores rendimentos durante o processo 

biotecnológico (KONISHI et al., 2011; MORITA et al., 2008a; MORITA et al., 2011a). 

Entretanto, poucos estudos avaliaram a influência das fontes de carbono e nitrogênio 

simultaneamente na produção, bem como na composição estrutural de MELs obtidos. A maioria 

dos estudos se baseia na avaliação da viabilidade de fontes de carbono hidrofóbicas individuais, 

sendo encontrados poucos estudos em que foi reportado, em termos de rendimento, a diferença 

na produção de MELs utilizando fontes hidrofílicas e hidrofóbicas (FUKUOKA et al. 2007; 

MORITA et al., 2009c; FARIA et al., 2014). 
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Portanto, baseado no que foi encontrado em estudos anteriores com linhagens de 

Pseudozyma sp., foi proposto inicialmente o estudo da influência e a otimização das fontes de 

nitrogênio orgânico (extrato de levedura) e inorgânico (NaNO3), bem como de fontes de 

carbono hidrofílica e hidrofóbica adicionadas simultaneamente no meio de cultivo, no 

crescimento e na produção de MELs pela linhagem de P. aphidis UFMG-Y3468 através de 

planejamento experimental.  

A primeira opção seria utilizar um planejamento fracionado para as quatro variáveis 

(24-1) constituído de  12 ensaios ou ainda um planejamento do tipo Plackett & Burman, PB12 

com cerca de 15 ensaios, entretanto essas estratégias, que são utilizadas para seleção de 

variáveis, só permitiriam o cálculo dos efeitos principais e indicações de quais variáveis 

deveriam ser incluídas em outros delineamentos, haja visto que esses tipos de planejamentos 

experimentais não permitem construir modelos preditivos e muito menos gerar superfícies de 

respostas (RODRIGUES & IEMMA, 2009). Em contrapartida, o uso de planejamento do tipo 

DCCR mostrou-se mais adequado, uma vez que seria possível o cálculo dos efeitos principais, 

construção de modelos preditivos e de superfícies de resposta, possibilitando a otimização do 

processo biotecnológico.  

Com base nos resultados apresentados na seção 4.2, que trata da aplicação de 

diferentes fontes de carbono na produção de MELs pelas linhagens de P. aphidis selecionadas 

na etapa de screening, foram utilizados planejamentos do tipo DCCR para avaliar os efeitos das 

variáveis (i) fonte de carbono hidrofílica (glicose ou manitol), (ii) fonte de carbono hidrofóbica 

(óleo de soja ou ácido oleico), (iii) fonte de nitrogênio orgânico (extrato de levedura) (iv) fonte 

de nitrogênio inorgânico (NaNO3), e consequentemente prosseguir para a otimização da 

produção de MEL. O uso de manitol foi adotado visando avaliar se a linhagem de P. aphidis 

UFMG-Y3468 apresentaria seletividade ou aumento na produção de MML, como foi observado 

por Morita e colaboradores (2009a). A utilização de ácido oleico como fonte de carbono 

hidrofóbica foi avaliada com o intuito de comparar se a produção de MEL e MML era afetada 

pela complexidade do substrato uma vez que o óleo de soja, tradicionalmente aplicado na 

produção de MELs, possui diversos outros ácidos graxos, o que a priori poderia influenciar a 

produção de diversas isorformas de MEL ao invés de favorecer a produção de uma única 

isoforma, tornando mais homogêneo o biossurfactante produzido em termos de composição 

(FUKUOKA et al., 2008b). 
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Tabela 11. Concentração de extrato bruto de MEL obtido após 216 horas de cultivo nos 
diferentes planejamentos. 

Ensaio X1 X2 X3 X4 Extrato bruto (g/L) 
DCCR-I DCCR-II DCCR-III 

1 -1 -1 -1 -1 6,37 4,75 7,875 
2 +1 -1 -1 -1 19,25 20,00 22,5 
3 -1 +1 -1 -1 5,375 6,25 6,00 
4 +1 +1 -1 -1 6,25 17,12 23,25 
5 -1 -1 +1 -1 5,87 4,87 5,625 
6 +1 -1 +1 -1 27,25 20,25 21,25 
7 -1 +1 +1 -1 10,87 4,62 6,00 
8 +1 +1 +1 -1 19,75 13,12 23,75 
9 -1 -1 -1 +1 7,75 7,25 5,00 
10 +1 -1 -1 +1 7,75 20,25 20,62 
11 -1 +1 -1 +1 10,12 7,87 7,875 
12 +1 +1 -1 +1 17,5 19,62 19,37 
13 -1 -1 +1 +1 7,375 5,25 4,375 
14 +1 -1 +1 +1 19,25 17,75 21,12 
15 -1 +1 +1 +1 8,25 6,25 5,875 
16 +1 +1 +1 +1 20,37 12,62 18,62 
17 -2 0 0 0 2,375 3,125 2,875 
18 +2 0 0 0 18,5 27,75 28,00 
19 0 -2 0 0 14,25 14,87 14,00 
20 0 +2 0 0 11,87 14,37 14,25 
21 0 0 -2 0 17,00 20,25 13,00 
22 0 0 +2 0 19,37 12,87 9,375 
23 0 0 0 -2 19,62 11,37 13,25 
24 0 0 0 +2 20,37 12,12 12,62 
25 0 0 0 0 17,5 11,62 14,75 
26 0 0 0 0 18,87 10,62 13,37 
27 0 0 0 0 16,87 11,87 13,125 
28 0 0 0 0 17,37 12,25 14,00 
 

Como pode ser observado, para ambos os delineamentos foi demonstrada boa 

repetibilidade uma vez que as concentrações obtidas para os pontos centrais (ensaios 25 a 28) 

apresentaram valores muito próximos. Para o delineamento I foram produzidos 17,65 ± 0,85 

g/L de biossurfactante bruto, enquanto que para o segundo e terceiro delineamento foram 

produzidos 11,59 ± 0,69 g/L e 13,81 ± 0,72 g/L, respectivamente. Dessa forma foi demonstrado 

que nas mesmas condições (40 g/L de fontes de carbono hidrofóbica e hidrofílica, 1,0 g/L de 

NaNO3 e 3 g/L de extrato de levedura) a maior produção de biossurfactante bruto foi alcançada 

quando óleo de soja e glicose foram utilizados como fontes de carbono.  



87 
 

 
 

Realizando a análise estatística dos resultados para a produção de extrato bruto do 

DCCR-I foi possível estimar os efeitos dos parâmetros associados ao processo. A Tabela 12 

fornece os coeficientes de regressão para cada parâmetro, sendo destacados em negrito os 

estatisticamente significativos (p < 0,10).  

Tabela 12. Coeficientes de regressão para a resposta (𝑌) extrato bruto de MEL obtida para o 

DCCR-I. 

Parâmetros CR EP t(13) p –valor 
Média 17,6525 1,8130 9,7362 0,00000 
Linear         

X1 4,485 0,7401 6,0592 0,00004 
X2 -0,2975 0,7401 -0,4019 0,6942 
X3 1,8066 0,7401 2,4408 0,0297 
X4 -0,0466 0,7401 -0,0630 0,9506 

Quadrático         
X12 -2,2970 0,7401 -3,103 0,0083 
X22 -1,6414 0,7401 -2,2176 0,0450 
X3

2 -0,3602 0,7401 -0,4866 0,6346 
X4

2 0,0922 0,7401 0,1246 0,9026 
Interação         

X1X2 -1,0550 0,9065 -1,1637 0,2654 
X1X3 2,0700 0,9065 2,2834 0,0398 
X1X4 -0,7900 0,9065 -0,8714 0,3993 
X2X3 0,0856 0,9065 0,0944 0,9261 
X2X4 1,9131 0,9065 2,1103 0,0547 
X3X4 -0,8981 0,9065 -0,9907 0,3399 

CR = coeficientes de regressão; EP = erro padrão; X1= fonte de carbono hidrofóbica (g/L); X2= fonte de carbono hidrofílica 

(g/L); X3= extrato de levedura (g/L); X4= NaNO3 (g/L). Parâmetros em negrito: estatisticamente significativos para o modelo 

(p <0.1). 

Nesse delineamento especificamente, verificou-se que foram significativos os 

termos lineares para o óleo de soja e extrato de levedura, bem como os termos quadráticos para 

o óleo de soja e para a glicose e duas interações (óleo de soja x extrato de levedura e glicose x 

nitrato de sódio) a 10% de significância. Utilizando apenas os parâmetros significativos foi 

realizada a análise de variância (ANOVA) dos dados (Tabela 13). Pode-se observar que uma 

porcentagem de variação explicada em torno de 80% foi obtida, além de um valor de F 

calculado cerca de 6 vezes maior que o valor tabelado. 
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Tabela 13. Análise de variância para o extrato bruto de MELs utilizando óleo de soja e glicose 

como fontes de carbono. 

Fonte de 
variação 

Soma de 
quadrados 

Graus de 
liberdade 

Quadrado 
médio F calculado p-valor 

Regressão 891,80 7 127,40 11,81 0,02711 
Resíduo 215,77 20 10,80   

Total 1107,57 27    
    Fcalc:Ftab = 5,7 

% de variação explicada (R2) =  80,03; Ftab 7,20; 0,10 = 2,06 

Com base nesses resultados foi possível a elaboração de um modelo matemático 

(Equação 2) considerado adequado para a predição da concentração de extrato bruto de MEL 

(𝑌) utilizando óleo de soja (𝑋1) e glicose (𝑋2) como fontes de carbono, e extrato de levedura 

(𝑋3) e nitrato de sódio (𝑋4) como fontes de nitrogênio: 𝑌 = 17,331 + 4,485𝑋1 − 0,297𝑋2 + 1,806𝑋3 − 2,243𝑋12 − 1,588𝑋22 + 2,070𝑋1𝑋3 +1,913𝑋2𝑋4 (Equação 2) 

A partir desse modelo podem ser elaboradas superfícies de resposta e curvas de 

contorno para verificar as melhores condições para a produção de extrato bruto de MELs. A 

Figura 19 traz as curvas de contorno (A a C) construídas utilizando os parâmetros significativos 

do modelo matemático.  

Com base na curva de contorno A (Figura 19 A) é possível verificar que a maior 

produção de extrato bruto ocorre quando a concentração de óleo de soja e glicose estão em 

torno de 55 g/L e 30 g/L, respectivamente. Além disso, o efeito positivo do extrato de levedura 

sobre a produção de extrato bruto pode ser observado com base nas curvas de contorno B e C. 

Assim, concentrações de extrato de levedura em torno do maior nível adotado (5,0 g/L) ou 

superiores favoreceriam o aumento da concentração de extrato bruto no processo 

biotecnológico em questão. Essa conclusão é condizente com o estudo desenvolvido por 

Konishi e colaboradores (2011) para a linhagem de P. hubeiensis SY62, onde as maiores 

concentrações de MELs eram obtidas com 5 g/L e 10 g/L de extrato de levedura. Esses autores 

também demonstraram que com o aumento da concentração de fonte de carbono hidrofóbica e 

hidrofílica a concentração de biossurfactante era incrementada, sendo obtidos em torno de 49 

g/L de MEL quando 100 g/L de glicose e óleo de oliva era utilizados no processo. Entretanto, 
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Tabela 14. Coeficientes de regressão para a resposta (𝑌) extrato bruto de MEL obtida para o 

DCCR-II. 

Parâmetros CR EP t(13) p –valor 
Média 11,590 1,040 11,141 0,0000 
Linear     

X1 5,953 0,4246 14,017 0,0000 
X2 -0,5791 0,4246 -1,3637 0,1957 
X3 -1,3808 0,44246 -3,2514 0,0063 
X4 0,3075 0,4246 0,7240 0,4818 

Quadrático     
X1

2 0,4867 0,4246 1,1461 0,2723 
X2

2 0,2824 0,4246 0,6649 0,5177 
X32 0,7674 0,4246 1,8069 0,0939 
X4

2 -0,4363 0,4246 -1,0274 0,3229 
Interação     

X1X2 -1,1650 0,5201 -2,2398 0,0432 
X1X3 -0,5075 0,5201 -0,9757 0,3470 
X1X4 -0,3987 0,5201 -0,7666 0,4569 
X2X3 -0,6325 0,5201 -1,2160 0,2455 
X2X4 0,2887 0,5201 0,5551 0,5882 
X3X4 -0,4912 0,5201 -0,9444 0,3621 

CR = coeficientes de regressão; EP = erro padrão; X1= fonte de carbono hidrofóbica (g/L); X2= fonte de carbono hidrofílica 

(g/L); X3= extrato de levedura (g/L); X4= NaNO3(g/L). Parâmetros em negrito: estatisticamente significativos para o modelo 

(p <0.1). 

Com base nos resultados da ANOVA é possível observar um valor de F calculado 

para a regressão altamente significativo (53,32) sendo 24 vezes maior que o valor tabelado. 

Além disso o coeficiente de determinação obtido foi cerca de 90%, inidicando que o modelo 

matemático se ajusta bem aos dados experimentais do delineamento em questão e é adequado 

para descrever os resultados através de superfícies de resposta e curvas de contorno. 

Tabela 15. Análise de variância para a área total de MELs utilizando óleo de soja e manitol 

como fontes de carbono. 

Fonte de 
variação 

Soma de 
quadrados 

Graus de 
liberdade 

Quadrado 
médio 

F calculado p-valor 

Regressão 931,87 4 232,96 53,32 0,0123 
Resíduo 100,49 23 4,369   

Total 1032,36 27    
    Fcalc:Ftab = 24,12 

% de variação explicada (R2) =  90,26; F 4,23; 0,10 = 2,21 
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Para o terceiro delineamento experimental (DCCR-III) foi observado que entre 

todos os coeficientes de regressão estimados, os estatisticamente significativos foram os termos 

lineares para ácido oleico, extrato de levedura e nitrato de sódio, além do termo quadrático para 

o extrato de levedura (Tabela 16). Com base nesses coeficientes foi realizada a ANOVA dos 

dados para avaliar a validade do modelo matemático (Tabela 17). 

Tabela 16. Coeficientes de regressão para a resposta (𝑌) extrato bruto de MEL obtida para o 

DCCR-III. 

Parâmetros CR EP t(13) p –valor 
Média 13,8112 0,7430 18,5866 0,0000 
Linear     

X1 7,1712 0,3033 23,6395 0,0000 
X2 0,1195 0,3033 0,3942 0,6998 
X3 -0,5466 0,3033 -1,8020 0,0947 
X4 -0,6108 0,3033 -2,0135 0,0652 

Quadrático     
X1

2 0,4519 0,3033 1,4899 0,1601 
X2

2 0,1238 0,3033 0,4082 0,6897 
X32 -0,6105 0,3033 -2,0125 0,0653 
X4

2 -0,1736 0,3033 -0,5724 0,0652 
Interação     

X1X2 -0,2106 0,3715 -0,5669 0,5804 
X1X3 -0,2418 0,3715 0,6510 0,5263 
X1X4 -0,5400 0,3715 -1,4534 0,1698 
X2X3 0,0862 0,3715 0,2321 0,8200 
X2X4 -0,0706 0,3715 -0,1900 0,8521 
X3X4 0,0081 0,3715 0,0218 0,9828 

CR = coeficientes de regressão; EP = erro padrão; X1= fonte de carbono hidrofóbica (g/L); X2= fonte de carbono hidrofílica 

(g/L); X3= extrato de levedura (g/L); X4= NaNO3(g/L). Parâmetros em negrito: estatisticamente significativos para o modelo 

(p <0.1). 

Tabela 17. Análise de variância para a área total de MELs utilizando ácido oleico e manitol 

como fontes de carbono. 

Fonte de 
variação 

Soma de 
quadrados 

Graus de 
liberdade 

Quadrado 
médio 

F calculado p-valor 

Regressão 1262,96 4 315,74 170,08 0,0442 
Resíduo 42,69 23 1,85   

Total 1305,66 27    
    Fcalc:Ftab = 76,96 

% de variação explicada (R2) =  96,73; F 4,23; 0,10 = 2,21 
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A partir da análise das curvas de contorno A e B da Figura 21 é possível notar que 

assim como ocorreu para o DCCR-II maiores concentrações de extrato bruto podem ser obtidas 

aumentando a concentração de substrato hidrofóbico, no caso do DCCR-III o ácido oleico, para 

valores acima de 55 g/L. Além disso, nota-se que as fontes de nitrogênio quando comparadas 

com a fonte de carbono hidrofóbica apresentam efeito negativo sobre a produção de extrato 

bruto (Figura 21 A e B), sendo indicado que as concentrações ótimas para o extrato de levedura 

e nitrato de sódio poderiam ser fixadas em torno de 2,5 g/L e 0,4 g/L, respectivamente (Figura 

21 C). 

Com intuito de verificar se as tendências observadas nas análises estatísticas para a 

resposta extrato bruto seriam representativas para o conteúdo de isoformas de MEL, foi 

proposto a utilização da soma das áreas de todas as isoformas de biossurfactantes encontradas 

no extrato bruto de cada ensaio como resposta para os três delineamentos executados. Cabe 

salientar que essa resposta foi escolhida considerando a sua correlação direta com a 

concentração das isoformas. Além disso, não foram expressas em termos de concentração pela 

indisponibilidade de padrões comerciais para a elaboração de curvas de quantificação. A Tabela 

18 apresenta a matriz codificada utilizada nos delineamentos experimentais I, II e II com as 

respectivas respostas baseadas nas áreas totais das isoformas de MEL obtidas através de LC-

ESI-MS. Para a análise estatítistica de cada delineamento foram considerados os três pontos 

centrais com valores mais próximos para evitar o comprometimento da qualidade das análises 

estatísticas de obtenção dos coeficientes de regressão e consequentemente da análise de 

variância.  

Assim, analisando os dados da Tabela 18 pode-se observar que para os 

delineamentos I e II, pode ser sugerida boa repetibilidade devido à similaridade numérica dos 

valores nos pontos centrais, enquanto que para o delineamento III ocorre variações nos valores 

dos ensaios 25 a 28. Em termos quantitativos, a produção de isoformas de MELs (área total) 

variou de 0,48×10-6 UA a 17,45×10-6 UA no DCCR-I, de 0,93×10-6 UA a 17,5×10-6 UA no 

DCCR-II e de 1,29×10-6 UA a 32,33×10-6 UA no DCCR-III. Portanto, utilizando a área total 

de isoformas como variável dependente, o melhor perfil de produção foi encontrado para o 

DCCR-III. 
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Tabela 18. Matriz codificada para os três delineamentos experimentais com resposta (𝑌)  
expressa em termos de área total de isoformas de MEL contidas no extrato bruto produzido 
após 216 horas de processo. 

Ensaio X1 X2 X3 X4 Área total MEL (UA) 
DCCR-I DCCR-II DCCR-III 

1 -1 -1 -1 -1 3791784 6345118 21778792 
2 +1 -1 -1 -1 4415999 14539685 18820918 
3 -1 +1 -1 -1 8508432 4816578 16281738 
4 +1 +1 -1 -1 3337962 17512749 32330833 
5 -1 -1 +1 -1 2193263 2669711 7319685 
6 +1 -1 +1 -1 11068095 6488390 11877661 
7 -1 +1 +1 -1 3572353 1473311 20766853 
8 +1 +1 +1 -1 5797149 2652669 19663833 
9 -1 -1 -1 +1 15973882 3940493 7771258 
10 +1 -1 -1 +1 14719929 13757217 10673985 
11 -1 +1 -1 +1 3797096 4149510 13475310 
12 +1 +1 -1 +1 3878218 8955210 19936120 
13 -1 -1 +1 +1 6940602 2782269 8966964 
14 +1 -1 +1 +1 9812239 6521848 9121393 
15 -1 +1 +1 +1 2452865 2476509 2819906 
16 +1 +1 +1 +1 3874168 1125659 17109391 
17 -2 0 0 0 1354612 930719 5510554 
18 +2 0 0 0 5226006 8773596 11166670 
19 0 -2 0 0 3160268 9444641 1291125 
20 0 +2 0 0 6208714 2141706 17027697 
21 0 0 -2 0 487370 13161167 22827507 
22 0 0 +2 0 8648077 1549039 29679103 
23 0 0 0 -2 14637239 8041684 63764353 
24 0 0 0 +2 17448773 3660622 23741313 
25 0 0 0 0 - 4222914 15803279 
26 0 0 0 0 8685794 4496166 24360479 
27 0 0 0 0 9904904 4071260 - 
28 0 0 0 0 10348385 - 21212630 

UA: Unidade de área. 

A partir dos resultados apresentados foram determinados os coeficientes de 

regressão para a resposta de interesse do processo (Área total de MEL) em cada um dos 

delineamentos. Na tabela 19 são expressos os coeficientes de regressão para a área total de 

MELs produzidos no DCCR-I, utilizando óleo de soja como fonte de carbono hidrofóbica, 

glicose como fonte de carbono hidrofílica, extrato de levedura e nitrato de sódio como fontes 

de nitrogênio. Observa-se que foram significativos os termos quadráticos para a as quatro 

variáveis e apenas o termo linear para glicose a 10% de significância (p < 0,1). A ANOVA para 
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a variável dependente considerando todos os termos estatisticamente significativos está 

apresentada na Tabela 20. 

Tabela 19. Coeficientes de regressão para a resposta área total de isoformas de MEL obtida 

para o DCCR-I. 

Parâmetros CR EP t(13) p –valor 
Média 9646361 1933725 4,988 0,0003 
Linear         

X1 725678 683675 1,0614 0,3093 
X2 -1150027 683675 -1,6821 0,1183 
X3 150369 683675 0,2199 0,8296 
X4 1016126 683675 1,4862 0,1630 

Quadrático         
X12 -1695347 725147 -2,337 0,0375 
X22 -1346802 725147 -1,8572 0,0879 
X32 -1375994 725147 -1,8975 0,0820 
X42 1492827 725147 2,0586 0,0619 

Interação         
X1X2 -784999 837328 -0,9375 0,3669 
X1X3 1319478 837328 1,5758 0,1410 
X1X4 -214579 837328 -0,2562 0,8020 
X2X3 316389 837328 0,3778 0,7121 
X2X4 -2074441 837328 -2,4774 0,0290 
X3X4 -1116621 837328 -1,3335 0,2071 

CR = coeficientes de regressão; EP = erro padrão; X1= fonte de carbono hidrofóbica (g/L); X2= fonte de carbono hidrofílica 

(g/L); X3= extrato de levedura (g/L); X4= NaNO3 (g/L). Parâmetros em negrito: estatisticamente significativos para o modelo 

(p <0.1). 

Tabela 20. Análise de variância para a área total de MELs utilizando óleo de soja e glicose 

como fontes de carbono. 

Fonte de 
variação 

Soma de 
quadrados 

Graus de 
liberdade 

Quadrado 
médio F calculado p-valor 

Regressão 3,27×1014 9 3,63×1013 3,17 0,08138 
Resíduo 1,94×1014 17 1,14×1013   

Total 5,21×1014 26    
    Fcalc:Ftab = 1,56 

% de variação explicada (R2) =  65,82; Ftab 9,17; 0,10 = 2,03 

Considerando os resultados da análise de variância percebe-se que a porcentagem 

de variação explicada pelos dados obtidos foi cerca de 66%, menor que o considerado aceitável 

para processos biotecnológicos (> 70%). Além disso, o valor de F calculado foi apenas de 1,5 
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vezes maior que o valor tabelado, conluindo assim que um modelo matemático construído com 

os termos significativos não apresentaria qualidade estatística suficientemente adequada para 

estimar a produção de MELs em termos de área total de isoformas.  

Em contrapartida, para o DCCR-II foram observados 8 parâmetros significativos, 

entre eles todos os termos lineares, o termo quadrático de extrato de levedura, seguido de três 

interações (Tabela 21), sendo possível obter um excelente coeficiente de determinação 

(aproximadamente 91%) e um valor de F calculado quase 13 vezes maior que o valor tabelado, 

indicando que é possível a elaboração de um modelo matemático preditivo válido (Tabela 22). 

Tabela 21. Coeficientes de regressão para a resposta área total de isoformas de MEL obtida 

para o DCCR-II. 

Parâmetros CR EP t(12) p –valor 
Média 4263447 861231 4,9594 0,0003 
Linear     

X1 2441070 304491 8,0168 0,0000 
X2 -1187017 304491 -3,8983 0,0021 
X3 -2960435 304491 -9,7225 0,0000 
X4 -897984 304491 -2,9491 0,0121 

Quadrático         
X1

2 197184 322961 0,6105 0,5528 
X2

2 432438 322961 1,3389 0,2053 
X32 822920 322961 2,5480 0,0255 
X4

2 446933 322961 1,3838 0,1916 
Interação         

X1X2 -514948 372924 -1,3808 0,1925 
X1X3 -1757900 372924 -4,7138 0,0005 
X1X4 -554851 372924 -1,4878 0,1625 
X2X3 -474100 372924 -1,2713 0,2277 
X2X4 -419209 372924 -1,1241 0,28294 
X3X4 752119 372924 2,0168 0,0666 

CR = coeficientes de regressão; EP = erro padrão; X1= fonte de carbono hidrofóbica (g/L); X2= fonte de carbono hidrofílica 

(g/L); X3= extrato de levedura (g/L); X4= NaNO3 (g/L). Parâmetros em negrito: estatisticamente significativos para o modelo 

(p <0.1). 
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Tabela 22. Análise de variância para a área total de MELs utilizando óleo de soja e manitol 

como fontes de carbono. 

Fonte de 
variação 

Soma de 
quadrados 

Graus de 
liberdade 

Quadrado 
médio F calculado p-valor 

Regressão 4,75×1014 7 6,78×1013 26,59 0,00214 
Resíduo 4,48×1013 19 2,55×1012   

Total 5,23×1014 26    
    Fcalc:Ftab = 12,90 

% de variação explicada (R2) =  90,73; Ftab 7,19; 0,10 = 2,06 

Portanto, com base nos resultados estatísticos apresentados para o DCCR-II em 

função da área total das isoformas de MEL obteve-se um modelo de segunda ordem, como 

apresentado pela equação abaixo: 𝑌 = 5,4 × 106 + 2,4 × 106𝑋1 − 1,1 × 106𝑋2 − 2,9 × 106𝑋3 − 8,9 × 105𝑋4 +6,1 × 105𝑋32 − 1,7 × 106𝑋1𝑋3 − 5,5 × 105𝑋1𝑋4 + 7,5 × 105𝑋3𝑋4 (Equação 5) 

em que Y representa a área total de isorformas de MEL produzidas e X as variáveis 

independentes codificadas (X1: óleo de soja; X2: manitol; X3: extrato de levedura e X4:nitrato 

de sódio). A partir desse modelo foram construídas as curvas de contorno para verificar as 

condições ótimas para a produção de MELs com base na área total de isoformas. 

 Na Figura 22 (A a F) são encontradas as curvas de contorno das superfícies de 

respostas que podem ser construídas a partir do modelo apresentados anteriormente. Com base 

nas curvas de contorno 19A, 19B e 19C pode ser verificado o efeito positivo do aumento da 

concentração de óleo de soja sobre a produção de isoformas de MEL, indicando que utilizando 

concentrações superiores a 70 g/L (valor codificado: +2) é possível incrementar a produção de 

MELs. Entretanto, a mesma tendência não se aplicaria para a suplementação com fonte de 

carbono hidrofílica onde foi observado o aumento na produção de MEL com o decréscimo na 

concentração de manitol, sendo suficiente o emprego de aproximadamente 10 g/L desse 

substrato para alcançar uma produção satisfatótia de MELs.  Os resultados obtidos com a soma 

total das áreas das isoformas de MEL para o DCCR-II são condizentes com os encontrados 

quando a concentração de extrato bruto foi utilizada como variável dependente para as análises 

estatísticas, indicando a correlação direta entre a concentração de extrato bruto obtido e o 

conteúdo total de isoformas de MEL presentes no mesmo.
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O efeito positivo do aumento da concentração da fonte de carbono hidrofóbica, 

especificamente o óleo de soja, sobre a produção de MEL foi reportada por Morita e 

colaboradores (2008a). Esses autores demonstraram que concentrações de MEL eram obtidas 

quando óleo de soja era aplicado como única fonte de carbono e que aumentando a concentração 

desse substrato de 40 g/L para 160 g/L a concentração de MEL mais que duplicava, passando 

de aproximadamente 18 g/L para cerca de 42 g/L. Esse fenômeno pode ser explicado baseando-

se no processo de biossíntese dos MELs em leveduras do gênero Pseudozyma sp., em que são 

observadas diferenças fisiológicas na produção desses biossurfactantes dependendo da 

característica da fonte de carbono.  Quando fontes hidrofílicas são utilizadas (glicose, sacarose, 

entre outras) observa-se que o processo de biossíntese das cadeias de ácido graxo do MEL é 

realizada por síntese de novo, enquanto utilizadando fontes de carbono hidrofóbicas, como o 

óleo de soja, as cadeias de ácido graxo são provenientes dos compostos lipídicos do substrato 

envolvendo uma via bioquímica de encurtamento de cadeia e β-oxidação, sendo considerada 

mais vantajosa em termos energéticos e metabólicos (KITAMOTO et al., 1998; MORITA et 

al., 2007; MORITA et al., 2010b).  

Em relação as fontes de nitrogênio, é possível concluir que para o DCCR-II a 

condição ótima para a produção de MELs seria alcançada com valores próximos do menor nível 

avaliado (-2) no delineamento para extrato de levedura e nitrato de sódio, sendo necessárias 

concentrações próximas de 1,0 g/L e 0,2 g/L, respectivamente. Dessa forma ao contrário do que 

foi observado por Konishi e colaboradores (2011) e Faria e colaboradores (2014) em relação as 

fontes de nitrogênio sobre a produção de MELs, foi verificado que a produção desse 

biossurfactante pela linhagem de P. aphidis UFMG-Y3468 foi negativamente influenciada pelo 

aumento da concentração de extrato de levedura e nitrato de sódio.  

Portanto, para o processo de produção de MELs pela linhagem de linhagem de P. 

aphidis UFMG-Y3468 utilizando óleo de soja e manitol, seria mais adequado o ajuste dos níveis 

para um próximo planejamento objetivando alcançar as melhores faixas de concentrações de 

substrato hidrofílico e hidrofóbico, bem como as fontes de nitrogênio orgânico e inorgânico. 

Entretanto esse fato não invalidaria a validação experimental do modelo descrito pela Equação 

5 para esse delineamento, sendo que essa será realizada posteriormente. 

Por fim, para o terceiro planejamento experimental, utilizando ácido oleico e 

manitol como fontes de carbono, foi realizada a determinação dos coeficientes de regressão 

(Tabela 23) e utilizando os coeficientes significativos procedeu-se a análise de variância 
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(ANOVA) (Tabela 24). Analogamente ao segundo planejamento, foi possível alcançar um 

modelo válido estatisticamente uma vez que o coeficiente de determinação se mostrou superior 

a 70% e o valor de F calculado foi quatro vezes superior ao tabelado. 

Tabela 23. Coeficientes de regressão para a resposta área total de isoformas de MEL obtida 

para o DCCR-III. 

Parâmetros CR EP t(12) p –valor 
Média 20458796 4636092 4,4129 0,0008 
Linear     

X1 2152744 1639106 1,3133 0,2136 
X2 3230270 1639106 1,9707 0,0722 
X3 -1238336 1639106 -0,7554 0,4645 
X4 -5792169 1639160 -3,5337 0,0041 

Quadrático         
X12 -4189442 1738535 -2,4097 0,0329 
X22 -3984242 1738535 -2,2917 0,0408 
X3

2 289231 1738535 0,1663 0,8706 
X42 4664113 1738535 2,6827 0,0199 

Interação         
X1X2 1939944 2007487 0,9663 0,3529 
X1X3 -284743 2007487 -0,1418 0,8895 
X1X4 453830 2007487 0,2260 0,8249 
X2X3 5952 2007487 0,0029 0,9976 
X2X4 -777442 2007487 -0,3872 0,7053 
X3X4 984077 2007487 0,4902 0,6328 

CR = coeficientes de regressão; EP = erro padrão; X1= fonte de carbono hidrofóbica (g/L); X2= fonte de carbono hidrofílica 

(g/L); X3= extrato de levedura (g/L); X4= NaNO3 (g/L). Parâmetros em negrito: estatisticamente significativos para o modelo 

(p <0.1). 

Tabela 24. Análise de variância para a área total de MELs utilizando ácido oleico e manitol 

como fontes de carbono. 

Fonte de 
variação 

Soma de 
quadrados 

Graus de 
liberdade 

Quadrado 
médio 

F calculado p-valor 

Regressão 2,51 ×1015 6 4,18×1014 9,27 0,0573 
Resíduo 9,02×1014 20 4,51×1013   

Total 3,41×1015 26    
    Fcalc:Ftab = 4,43 

% de variação explicada (R2) =  76,13; Ftab 6,20; 0,10 = 2,09 
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A partir das curvas contorno apresentadas é possível concluir que a concentração 

ótima de ácido oleico para a maior produção de MELs, em termos de área total, foi em torno de 

45 g/L, sendo que essa mesma concentração pode ser considerada a ótima para a fonte de 

carbono hidrofílica, no caso o manitol. Além disso, observa-se também que para alcançar uma 

condição de maior produção de biossurfactantes, a concentração de nitrato de sódio poderia ser 

fixada no menor nível avaliado no planejamento em questão, cerca de 0,2 g/L. Diferentemente 

do que foi observado para a resposta extrato bruto do DCCR-III em que seriam necessárias 

concentrações superiores a 55 g/L de ácido oleico para que a produção do extrato fosse 

maximizada, foi possível estimar uma região ótima para a concentração de substrato 

hidrofóbico para uma maior produção de isoformas. Assim, considerando que essas isoformas 

estão presentes no extrato bruto, seria necessário ampliar da faixa de concentração analisada 

para o componente hidrofóbico visando maximizar a produção de extrato bruto e 

posteriormente verificar se as condições ótimas para a produção de isoformas seria mantida. 

5.6.2 Influência do meio de cultivo na composição de isoformas de MELs por P. aphidis 

UFMG- Y3468 através de análise quimiométrica  

Os dados para os três delineamentos experimentais executados foram tratados 

quimiometricamente através da análise de componentes principais (PCA) de forma 

complementar no intuito de gerar informações sobre a distribuição e possíveis correlações que 

poderiam haver no conjunto de dados obtidos e que não foram evidenciadas através dos 

tratamentos estatísticos outrora utilizados nesse trabalho. 

A análise de componentes principais é uma metodologia exploratória de análise 

multivariada que tem sido amplamente utilizada para a redução da dimensionalidade de dados 

sem que as relações entre as amostras sejam afetadas (FERREIRA, 2015). Esse método não-

supervisionado tem sido aplicado para identificar combinações lineares de múltiplos picos 

obtidos por espectrometria de massas, revelando similaridades e diferenças em dados 

adquiridos de diferentes amostras (PACHUTA, 2004; GRAHAM et al., 2006; VAEZIAN et al., 

2010). Além disso, a PCA tem se mostrado promissora para a interpretação de conjuntos de 

dados obtidos durante os processos biotecnológicos, incluindo etapas de “upstream” e 

“downstream” (RATHORE et al., 2011). 

Assim, as Figuras 24, 25 e 26 ilustram os gráficos de scores e pesos de PC1 vs PC2 

para cada DCCR realizado. Cabe salientar que o gráfico A mostra a distribuição das amostras 
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ao longo das componentes principais e o gráfico B sobrepõem essa informação com os pesos 

(denotados pelas variáveis de estudo e isoformas de MELs identificadas). Para facilitar a 

visualização foram atribuídos símbolos diferentes (▲ e +) para as amostras em que foi 

observado maior e menor produção de MELs. 

A Figura 24 A mostra a distribuição das amostras do DCCR-I utilizando óleo de 

soja e glicose como fontes de carbono para a produção de MELs. Para os dados desse 

delineamento, a porcentagem de variância explicada pela PC1 foi 33,5%, enquanto que a PC2 

descreve 20,8% da informação original dos dados.  

Pode-se notar que as amostras localizadas mais a esquerda do gráfico de scores são 

aquelas em que houve a maior produção de MELs (maiores valores de área total de isoformas). 

Pode ser evidenciada a separação na primeira componente principal de dois grupos de amostras, 

aquelas marcadas em vermelho foram as que apresentaram maior produção de MEL. Em 

relação a área total pode-se comparar os extremos observados no gráfico para o grupo de maior 

e menor produção, as amostras 23 (mais a esquerda) e 21(mais a direita), respectivamente. A 

área total referente a amostra 23 foi de 1,4×107 UA enquanto que para a amostra 21 foi 

encontrada 4,8×105 UA. A partir da sobreposição dos scores e pesos, Figura 24 B, pode ser 

observada a influência das variáveis sobre a distribuição das amostras. Além disso, para as 

amostras com maior produção de MELs, marcadas em vermelho, é possível visualizar 

diferentes sub-grupos de acordo com a sua disposição ao longo da PC1.  

Entre os sub-grupos visualizados, aquele composto pelas amostras 6, 9, 10, 13, 14 

e 24 na parte superior direita do gráfico de escores, é onde pode ser verificada a maior produção 

de isoformas de MEL-A-18 e MEL-B/MEL-C-20, sendo que o NaNO3 foi a variável do meio 

de cultivo que teve maior influência nessa discriminação. O sub-grupo localizado mais abaixo 

composto pelas amostras 22, 23, 25, 26, 27 e 28, compreende os ensaios em que houve a maior 

produção das isoformas MEL-B/MEL-C-24 e MEL-B/MEL-C-26, variando de 1,4×106 UA a 

2,6×106 UA, sendo a fonte de carbono hidrofílica e hidrofóbica determinante para essa 

discriminação.  
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Com base nas informações apresentadas, o uso da análise de componentes 

principais se mostrou uma ferramenta importante para compreender o processo de produção de 

isoformas de MEL nos ensaios do DCCR-I pois permitiu identificar as similaridades e 

diferenças existentes entre as amostras, correlacionando essas informações com o tipo de 

isoforma de MEL produzida e as variáveis independentes estudadas nesse delineamento. Essas 

informações não poderiam ser fornecidas utilizando o planejamento experimental de forma 

isolada haja visto que no primeiro momento, as análises estatísticas foram realizadas com o 

intuito de construir um modelo preditivo para o processo em questão. 

Assim como no DCCR-I, a análise de PCA para os dados do DCCR-II permitiu a 

discriminação de dois grupos de amostras, aquelas com maior e menor produção de MEL, 

considerando a soma de áreas das isoformas produzidas (Figura 25 A). Entretanto, a 

distribuição das amostras se mostrou muito diferente da visualizada para o primeiro 

delineamento, demonstrando que o conjunto de dados do DCCR-II possui informações 

singulares apesar de a única diferença entre eles ser a fonte de carbono hidrofílica utilizada, no 

DCCR-I foi utilizado glicose e no DCCR-II manitol. 

 A porcentagem de variação explicada pelas duas componentes principais foi de 

67,5%, sendo 46,2% pela PC1 e 21,3% pela PC2. Pode-se observar que entre as amostras com 

melhor perfil de produção, destacam-se as 2, 4, 10 e 21 que compõem um sub-grupo com área 

total de isoformas variando de 1,31×107 UA a 1,75×107 UA. Em relação ao tipo de isoforma 

de MEL produzida, esses são os ensaios do DCCR-II em que foi observada maior produção de 

isoformas MEL-A-18 e MEL-B/MEL-C-22. Adicionalmente, o sub-grupo composto pelas 

amostras 6, 12, 14, 18, 19 e 23 consiste no conjunto em que foi observada maior produção de 

isoformas MEL-A-20 e MEL-B/MEL-C-24. Considerando a influência das variáveis 

independentes utilizadas no DCCR-II, nota-se forte correlação positiva da fonte de carbono 

hidrofóbica com o grupo de amostras com maior produção de MELs. 
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É interessante notar que assim como foi verificado nas curvas de contorno do 

DCCR-II, as fontes de nitrogênio (nitrato e extrato de levedura) e a fonte de carbono hidrofílica 

influenciaram negativamente a produção de MELs, contribuindo para a discriminação dos 

grupos com maior e menor capacidade de produção de biossurfactantes (Figura 25 B). Em 

contrapartida, a fonte de carbono hidrofóbica foi a variável determinante para o grupo de 

ensaios com melhor perfil de produção de MEL de forma geral. 

Na análise de componentes principais dos dados do DCCR-III novamente foram 

discriminados dois grupos em relação a capacidade de produção de MELs (Figura 26). 

Entretanto, diferentemente das análises de PCA para o conjunto de dados do DCCR-I e DCCR-

II, a distribuição das amostras foi menos homogênea, principalmente para aquelas do grupo 

com menor produção. 

A porcentagem de variação explicada pela PC1 foi 37,8 %, enquanto que a PC2 

descreveu 25,2% da informação original dos dados do delineamento em que ácido oleico e 

manitol foram utilizados como fontes de carbono (Figura 26 A). Podem ser observados dois 

sub-grupos dentro do grupo de amostras com maior potencial de produção de MEL, o primeiro 

compreendendo as amostras 1, 4, 7, 8, 12 e 22, em que as principais isoformas produzidas foram 

a MEL-A-18, MEL-A-20, MEL-B/MEL-C-20 e MEL-B/MEL-C-22. A variável independente 

que demonstrou relevância para o agrupamento desses ensaios foi a fonte hidrofílica utilizada 

no processo.  

Em contrapartida, o segundo sub-grupo observado no gráfico de scores 

compreendeu as amostras 2, 21, 24 e 26, sendo a fonte hidrofóbica a variável mais relevante 

por discriminar essas amostras das demais entre as produtoras de MEL. Além disso, para esse 

grupo de amostras as isoformas mais produzidas foram MEL-A-22:1, MEL-A-22 e MEL-

B/MEL-C-24 (Figura 26 B). Da mesma forma como verificado para o DCCR-II, percebeu-se 

que as fontes de nitrogênio possuíam correlação com as amostras com menores valores de 

produção de MEL.  
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Portanto, para os três delineamentos experimentais executados nesse trabalho foram 

observadas correlações diferenciais entre o tipo de isoforma de MEL produzido e as variáveis 

independentes que afetavam a produção. A fonte hidrofóbica para ambos os delineamentos se 

mostrou determinante para a discriminação do grupo de amostras com maior potencial de 

produção de MELs, enquanto que as fontes de nitrogênio influenciaram negativamente a 

produção de MEL para o DCCR-II e DCCR-III. A primeira observação corrobora com estudos 

anteriores em que diferentes fontes de carbono aplicadas no processo biotecnológico 

demonstraram influência diferencial sobre a composição de MELs produzidos por linhagens de 

Pseudozyma sp. (FUKUOKA et al., 2007; KONISHI et al., 2008; MORITA et al., 2011a).  

Deve ser destacado também que a suplementação do meio de cultivo com manitol 

não se mostrou importante no direcionamento da produção de MML haja visto que nos dois 

delineamentos em que esse substrato foi utilizado não foram identificadas isoformas de MML 

como ocorreu quando apenas ácido oleico foi aplicado como fonte de carbono. Esse 

comportamento foi diferente do observado por Morita e colaboradores nos estudos de produção 

de MML, MAL e MRL em que a adição de um precursor hidrofílico foi determinante para a 

produção desses análogos de MEL (MORITA et al., 2009; MORITA et al., 2012b; MORITA 

et al., 2015).  

Dessa forma, a linhagem de P. aphidis UFMG-Y3468 utilizada nesse trabalho pode 

ser objeto de estudo para trabalhos em metabolômica para que sejam investigados os fatores 

que determinam a produção de MML, além dos fatores que possam estimular a especificidade 

na produção desse biossurfactante. Além disso, a análise multivariada de dados dos 

delineamentos experimentais através de PCA possibilitou a visualização das correlações 

existentes entre as fontes de carbono e nitrogênio utilizadas simultaneamente sobre a 

composição de MELs produzidos pela linhagem de P. aphidis UFMG-Y3468. Portanto, sugere-

se que com base nessas informações novos estudos explorem o potencial biotecnológico dessa 

linhagem e que estratégias de delineamento sejam elaboradas para a otimização do processo de 

produção de MELs. 
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6. CONCLUSÃO GERAL 

O trabalho desenvolvido nesta tese avaliou o potencial biotecnológico de linhagens 

de leveduras da família Ustilagenaceae para a produção de biossurfactantes através de um 

estudo inicial de screening utilizando meios de cultivo rico em nutrientes e meio mínimo com 

glicose como fonte de carbono. Entre as 34 linhagens estudadas foi possível a seleção de quatro 

linhagens de Pseudozyma aphidis (UFMG-Y1387, UFMG-Y3468, UFMG-Y3533 e UFMG-

Y5768) com potencial de produção de compostos tensoativos, capazes de reduzir a tensão 

superficial dos meios de cultivo para valores menores que 32 mN/m. Além disso, essas 

linhagens foram capazes de crescer e produzir biossurfactantes em meio mineral contendo 

diferentes fontes de carbono, incluindo glicose, ácido oleico e óleo de soja, apresentando 

valores de tensão superficial variando de 26,93 mN/m até 30,12 mN/m após 192 horas de 

processo. Entre as quatro leveduras selecionadas a linhagem de P. aphidis UFMG-Y3468 

apresentou melhores resultados em termos de redução da tensão superficial e de diluição 

micelar crítica (CMD) para os diferentes meios de cultivo testados, sendo utilizada para as 

demais etapas do trabalho. 

Sequencialmente, foi realizada a identificação dos biossurfactantes através de 

cromatografia líquida de alta eficiência acoplada com espectrometria de massas, confirmando 

o potencial biotecnológico da linhagem de P. aphidis UFMG-Y3468 em produzir 

manosileritritol lipídeos (MELs) utilizando glicose e ácido oleico como fontes de carbono. Essa 

linhagem foi capaz de produzir majoritariamente MEL-A, sendo verificado também sua 

capacidade de produção de MEL do tipo B e C e pela primeira vez foi constatada a produção 

de manosilmanitol lipídeo (MML) por uma espécie de P. aphidis. Para fins comparativos a 

etapa de purificação e caracterização foi conduzida para os meios de cultivo das linhagens de 

P. aphidis UFMG-Y3468 e P. aphidis UFMG-Y5768. Essa segunda linhagem foi utilizada para 

avaliar se haveriam diferenças intra-espécie em relação aos biossurfactantes glicolipídicos 

produzidos. Foi confirmado o potencial de produção de MEL-A (majoritariamente MEL-A-18), 

MEL-B/MEL-C e MML pela linhagem de P. aphidis UFMG-Y3468 e de MEL-A 

(majoritariamente MEL-A-20), MEL-B/MEL-C pela linhagem de P. aphidis UFMG-Y5768. 

Portanto, foi demonstrada que linhagens de mesma espécie são capazes de produzir diferentes 

tipos de biossurfactantes glicolipídicos quando cultivadas nas mesmas condições. 

Os glicolipídeos produzidos pela linhagem de P. aphidis UFMG-Y3468 

apresentaram baixos valores de CMC, variando de 0,94 mg/L para o MML, 1,26 mg/L para o 
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MEL-B/MEL-C e 1,81 mg/L para o MEL-A, enquanto que valores superiores foram observados 

para os MELs produzidos pela linhagem de P. aphidis UFMG-Y5768, sendo encontrado uma 

CMC de 4,96 mg/L para o MEL-A e 3,65 mg/L para o MEL-B/MEL-C. Os valores de HLB 

dos compostos purificados variaram de 8,25 a 9,12, sugerindo a potencial aplicação desses 

compostos como agentes tensoativos, molhantes e dispersantes constituindo uma importante 

informação para o desenvolvimento de estudos futuros na área de cosméticos. 

A etapa final do trabalho tratou do desenvolvimento três delineamentos 

experimentais para avaliar as melhores concentrações e os efeitos de glicose e manitol como 

fontes de carbono hidrofílicas, óleo de soja e ácido oleico como fontes de carbono hidrofóbicas 

e extrato de levedura e nitrato de sódio como fontes de nitrogênio orgânico e inorgânico, 

respectivamente. Como variáveis dependentes foram utilizadas a concentração de extrato bruto 

e a área total de isoformas de biossurfactantes identificadas por LC-ESI-MS. Utilizando como 

variável dependente a produção de extrato bruto, foi possível a construção de três modelos 

matemáticos preditivos estatisticamente válidos, com coeficientes de determinação maiores que 

maiores que 80%. Para o DCCR-I foi observada uma variação na produção de 5,87 g/L a 27,25 

g/L de extrato bruto, sendo sugerido através da análise das curvas de contorno que a condição 

ótima para a produção seria aquela em que fossem utilizados concentrações de fontes de 

carbono em torno de 55 g/L e 5 g/L de extrato de levedura. A produção de extrato bruto nos 

ensaios do DCCR-II e DCCR-III variou de 4,62 g/L a 27,75 g/L e 5,0 g/L a 28 g/L, 

respectivamente. Através da análise das curvas de contorno para esses dois delineamentos foi 

observada a importância do aumento da concentração de óleo de soja e ácido oleico para valores 

maiores que 55 g/L para que uma maior produção de extrato fosse alcançada.  

Utilizando a área total de isoformas de biossurfactantes com variável dependente 

foi possível elaborar modelos preditivos com características estatísticas adequadas para o 

DCCR-II e DCCR-III, com coeficiente de determinação próximo de 91% e 76%, 

respectivamente. Além disso, foi verificado novamente para o DCCR-II a importância do 

aumento da concentração do componente hidrofóbico para que as condições ótimas de produção 

fossem alcançadas. Por fim, utilizando a ferramenta de PCA (Principal Component Analysis) 

foi constatado a forte influência da fonte de carbono hidrofóbica na discriminação dos ensaios 

com maior e menor produção de biossurfactantes para os três delineamentos realizados no 

trabalho. 
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Portanto, este trabalho atingiu os objetivos propostos demonstrando o potencial 

biotecnológico de leveduras da família Ustilaginaceae para a produção de biossurfactantes, 

especificamente manosileritritol lipídeos e manosilmanitol lipídeo utilizando meios de cultivo 

com fontes de carbonos simples e relativamente baratas. Além disso, foi demonstrado o 

potencial de aplicação dos produtos purificados considerando as suas características de CMC e 

HLB, fornecendo subisídios para novas investigações. 

Como perspectivas futuras, podem ser sugeridos estudos para a continuidade e 

complementaridade desse trabalho com vistas a validação dos modelos matemáticos propostos, 

aumento da escala do processo fermentativo e estudo da aplicação dos compostos em 

formulações cosméticas e de alimentos, além da avaliação das suas propriedades 

antimicrobianas, antioxidantes e antiproliferativas. 
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