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SANCHES, Michele Alves. Produção, caracterização e aplicação de biossurfactantes 
produzidos por fungos isolados de solo amazônico. 2021. 96 f. Tese (Doutorado em 
Biotecnologia) - Universidade do Estado do Amazonas, Manaus, 2021. 
 
RESUMO 
 
Os biossurfactantes são considerados as moléculas do século XXI por causa das 
aplicações nos processos industriais de biorremediação, na elaboração de produtos 
farmacêuticos e na tecnologia de alimentos por sua capacidade de emulsificação e 
redução da tensão superficial/interfacial. Entre os organismos vivos, os fungos 
filamentosos destacam-se como potenciais fontes dessas substâncias. Novos ambientes 
necessitam ser estudados com a finalidade de se obter novos produtores de 
biossurfactante, esses isolados produtores de biossurfactantes possuem potencial para a 
redução dos custos de produção e tornar os bioprocessos economicamente viáveis. O 
Laboratório de micologia do INPA vem realizando a bioprospecção de fungos produtores 
de biossurfactantes de amostras de solo amazônico. Nesse contexto, o objetivo deste 
trabalho foi investigar a produção, caracterização e aplicação de biossurfactantes 
produzidos por fungos isolados de amostras de solo da Região Amazônica. Assim, foi 
realizada a coleta de solo e serapilheira na reserva da campina, desse isolamento foram 
selecionados fungos produtores de biossurfactantes e identificados por meio dos aspectos 
micromorfológico, macromorfológico e sequenciamento do DNA. Os fungos foram 
submetidos aos ensaios de cinética, influência de fatores nutricionais por meio de 
experimento univariado e multivariado, precipitação, caracterização química, ensaio do 
efeito de diferentes concentrações de NaCl, pH e temperatura, e por fim, ensaios de 
atividade biológica e aplicação em emulsão. 154 fungos foram isolados de solo e 
serapilheira, sendo os fungos Clonostachys rosea 24 e Fusarium oxysporum LM 5634 
considerados bons produtores de biossurfactante. C. rosea 24 e F. oxysporum LM 5634 
foram capazes de produzir os biossurfactantes em diversos substratos de fonte de carbono 
de nitrogênio. F. oxysporum LM 5634 possui atividade antifúngica contra Candida 
albicans e capacidade de emulsionar formulação a base de óleo e creme. Ambos os fungos 
não possuem atividade citotóxica. A partir das análises de caracterização química, inferiu-
se que o biossurfactante é formado por ácidos graxos e pode estar associado a outras 
biomoléculas.  
 
Palavras-chave: Emulsificante, fungo filamentoso, bioproduto, bioprocesso submerso 
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SANCHES, Michele Alves. Production, characterization and application of 
biosurfactants obtained by fungi obtained from Amazonian soil. 2021. 97 p. Thesis 
(PhD in Biotechnology) - Amazonas State University, Manaus, 2021. 
 
 
ABSTRACT 
 
Biosurfactants are considered the molecules of the 21st century because of their 
applications in industrial processes of bioremediation, in the elaboration of 
pharmaceutical products and in food technology for their capacity to emulsify and reduce 
surface/interfacial tension. Among living organisms, filamentous fungi stand out as 
potential sources of these substances. New environments need to be studied in order to 
obtain new biosurfactant producers, these isolated biosurfactant producers have the 
potential to reduce production costs and make bioprocesses economically viable. INPA's 
Mycology Laboratory has been conducting bioprospecting for fungi that produce 
biosurfactants from Amazonian soil samples. In this context, the objective of this work 
was to investigate the production, characterization and application of biosurfactants 
produced by fungi isolated from soil samples from the Amazon region. Soil and litter 
were collected in the campina reserve, from this isolation fungi producing biosurfactants 
were selected and identified through micromorphological, macromorphological and DNA 
sequencing aspects. The fungi were subjected to kinetics tests, influence of nutritional 
factors through univariate and multivariate experiment, precipitation, chemical 
characterization, test of the effect of different concentrations of NaCl, pH and 
temperature, and finally, biological activity tests and application in emulsion. 154 fungi 
were extended from soil and litter, being the fungi Clonostachys rosea 24 and Fusarium 
oxysporum LM 5634 considered good biosurfactant producers. C. rosea 24 and F. 
oxysporum LM 5634 were able to produce the biosurfactants on several nitrogen carbon 
source substrates. F. oxysporum LM 5634 has antifungal activity against Candida 
albicans and the ability to emulsify under oil and cream. Both fungi have no cytotoxic 
activity. From the chemical characterization analyses, it was inferred that the 
biosurfactant is formed by fatty acids and may be associated with other biomolecules. 
 
Keywords: Emulsifier, filamentous fungus, bioproduct, submerged bioprocess 
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1 INTRODUÇÃO  

 
 Agentes de superfícies ativas (surfactantes) são compostos que reduzem a tensão 

superficial/interfacial entre duas superfícies, pois possuem uma estrutura química com 

dois grupos funcionais diferentes, conferindo a propriedade anfifílica (NAKAMA, 2017) 

Os surfactantes são utilizados industrialmente para misturar substâncias imiscíveis com 

aplicação na formulação de cremes, shampoos e detergentes (LÉMERY et al., 2015). 

Recentemente, uma classe específica de surfactantes, os biossurfactantes vem 

destacando-se devido a mobilização mundial frente a bioeconomia e a 

ecossustentabilidade (MARCHANT; BANAT, 2012). 

Os biossurfactantes são surfactantes produzidos por organismos vivos como 

micro-organismos, plantas e animais. Esses tipos de surfactantes são em geral mais 

biodegradáveis e apresentam menor toxicidade (SOBRINHO et al., 2013) (KHOPADE 

et al., 2012) quando comparados aos surfactantes derivados químicos do petróleo.  Entre 

os potenciais micro-organismos produtores de biossurfactantes destacam-se as bactérias 

e leveduras. No entanto, recentemente, fungos filamentosos estão se destacando como 

produtores da substância (BHARDWAJ, 2013).  

O uso industrial de biossurfactantes não é competitivo frente a produção de 

surfactantes derivados de petróleo, por isso a busca por novos fungos produtores faz-se 

necessária, pois fungos de grande produtividade aumentam a viabilidade econômica dos 

bioprocessos. Na região Amazônica, poucos estudos foram realizados bioprospectando o 

potencial de fungos filamentosos na produção de biossurfactantes (SENA et al., 2018). 

Entre os poucos estudos deve-se citar investigações que demonstram o potencial desse 

grupo de fungos isolados de macrófitas de águas contaminadas (LIMA et al., 2016), solo 

(SENA et al., 2018) e plantas (DA SILVA et al., 2019) como produtores de 

biossurfactantes. 

O isolado F. oxysporum LM 5634 destacou-se em uma investigação de seleção de 

fungos produtores de biosurfactantes  (SENA, 2014). Resíduos regionais puderam ser 

utilizados por essa espécie como substrato para produção desse bioativo (SANCHES, 

2016). No entanto, estudos quanto à caracterização, estabilidade, toxicidade e aplicação 

dos biossurfactantes produzidos por esse isolados ainda não foram realizados. Em adição 

a essa lacuna científica, deve-se destacar a necessidade de estudos de novos ambientes da 

Amazônia para isolamento de fungos para serem prospectados quanto produção de 

biossurfactante. Entre aos ambientes Amazônicos inexplorados quanto a essa abordagem, 
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incluem-se as campinas Amazônicas, ecossistemas Amazônicos associados a solos 

pobres e arenosos (GUIMARÃES E BUENO, 2016). 

 Diante ao apresentado, a presente tese estudou o isolamento de novos potenciais 

isolados de fungos filamentosos produtores de biossurfactantes do ambiente amazônico 

de campina. A abordagem possui potencial de gerar opções de biossurfactantes capazes 

de serem produzidos de forma controlada em bioprocessos conduzidos em biorreatores 

industriais. A bioeconomia regional e o uso da diversidade são um caminho adequado 

para o desenvolvimento da Amazônia e uma abordagem como essa possui grande 

potencial para desenvolver a economia regional. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 
A revisão bibliográfica está sendo apresentada na forma de artigo de revisão a 

qual foi aceito para publicação na revista International Journal of Microbiology intitulado 
“Production of biosurfactants by Ascomycetes”. No Anexo I encontra-se a versão em 
inglês. 
 
Artigo de Revisão 
 

PRODUÇÃO DE BIOSSURFACTANTES POR ASCOMICETOS 
 

Michele Alves Sanches1, Isabella Galvão Luzeiro2, Ana Cláudia Alves Cortez3, Érica 
Simplício de Souza4, Patrícia Melchionna Albuquerque4, Harish Kumar Chopra5, João 

Vicente Braga de Souza3 

 
1Programa de Pós-Graduação em Biodiversidade e Biotecnologia - Bionorte, Universidade Estadual do 
Amazonas (UEA), Brasil. 
2Programa de Iniciação Científica do INPA. Instituto Nacional de Pesquisas da Amazônia (INPA), Brasil. 
3Laboratório de Micologia, Instituto Nacional de Pesquisas da Amazônia (INPA), Brasil. 
4Escola Superior de Tecnologia, Universidade do Estado do Amazonas (UEA), Brasil. 
5Departamento de Química, Instituto de Engenharia e Tecnologia Sant Longowal, Sangrur, Longowal-
148106, Pb, Índia. 
 
 
Resumo: Os surfactantes são utilizados para reduzir a tensão superficial em sistemas 
aquosos e não aquosos. Atualmente, a maioria dos surfactantes sintéticos são derivados 
do petróleo. No entanto, esses surfactantes são geralmente tóxicos e pouco degradados 
por micro-organismos. Para superar esses problemas associados aos surfactantes 
sintéticos, a produção de surfactantes microbianos (chamados de biossurfactantes) tem 
sido estudada nos últimos anos. A maioria dos estudos que investigam a produção de 
biossurfactantes tem sido associada principalmente a bactérias e leveduras; no entanto, 
há evidências emergentes de que aqueles derivados de fungos são promissores. Os fungos 
filamentosos Ascomicetos têm sido estudados para a produção de biossurfactantes a partir 
de substratos renováveis. No entanto, o rendimento de biossurfactantes por Ascomicetos 
depende de vários fatores, como a espécie, as fontes nutricionais e as condições 
ambientais. Nesta revisão, exploramos a produção, caracterização química e aplicação de 
biossurfactantes por Ascomicetos. 
 
Palavras-chave: Biossurfactante, Ascomicetos, Fungos Filamentosos, Bioprocesso 
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INTRODUÇÃO 

 
 Biossurfactantes são compostos produzidos por plantas e animais, mas em grande 

parte produzidos por micro-organismos, como bactérias, leveduras e fungos filamentosos. 

A combinação de várias propriedades, incluindo biomoléculas (proteínas, carboidratos e 

lipídios), reduz a tensão superficial para atuar como um emulsificante [1]. Todos os 

biossurfactantes são anfifílicos e consistem em partes polares e apolares. 

 A demanda por biossurfactantes aumentou devido à sua compatibilidade 

ambiental e versatilidade na emulsificação. Outras vantagens dos biossurfactantes 

incluem biodegradabilidade, baixa toxicidade e tolerância a diferentes fatores ambientais 

(pH, temperatura e salinidade). Dadas essas vantagens, o interesse da comunidade 

científica em estudar o potencial dos biossurfactantes tem aumentado substancialmente 

[2]. No entanto, questões como altos custos de produção e dificuldades na recuperação 

dos produtos puros devem ser resolvidas antes que a produção em grande escala em um 

nível industrial possa começar permitindo que suas contrapartes sintéticas tenham uma 

vantagem competitiva [3,4]. Além disso, a combinação de micro-organismoss e meios de 

cultura usados para a produção influencia diretamente na recuperação de biossurfactantes 

durante os processos posteriores. 

 O custo de produção e recuperação do biossurfactante são os fatores limitantes na 

produção industrial dessas moléculas, conforme indicado por vários estudos recentes [5-

7]. Em contraste, vários estudos têm demonstrado alternativas em escala de laboratório 

como uma provável solução para o desafio que envolve a produção [2,8]. 

 A diversidade estrutural dos biossurfactantes permite várias aplicações em muitas 

indústrias, como alimentícia, farmacêutica e cosmética. A produção futura de 

biossurfactante industrial depende da relação entre os custos de produção e os benefícios 

da aplicação [9,10]. Portanto, a otimização de parâmetros físico-químicos, nutricionais e 

características dos biossurfactantes precisa ser estudada para o seu desenvolvimento em 

escala industrial [3]. Nos últimos anos, os pesquisadores têm se concentrado amplamente 

na produção de biossurfactantes ramnolipídeos e soforolipídeos a partir de bactérias e 

leveduras; ao passo que a utilização comercial de fungos para a produção de 

biossurfactante tem sido muito limitada e, portanto, apenas alguns dados estão 

disponíveis sobre o assunto [8]. Portanto, o foco principal desta revisão foi discutir 

ferramentas estratégicas para o aumento da produção de biossurfactante a partir do fungo 

Ascomicetos, e suas aplicações. 
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Tensoativos sintéticos vs. biossurfactantes 

 
 Os surfactantes são moléculas versáteis compostas por dois componentes polares 

e não polares distintos [11]. Eles atuam na interface entre líquidos em diferentes 

polaridades, reduzindo a tensão superficial e produzindo emulsões [12] (Figura 1).

 Os surfactantes sintéticos e químicos são convencionalmente produzidos por 

reações de transformação de grupos funcionais orgânicos de matérias-primas à base de 

petróleo [13]. Com base na carga de sua terminação hidrofílica, os surfactantes são 

classificados como iônicos, (carregados negativamente), catiônicos (carregados 

positivamente), não aniônicos (sem qualquer carga) ou anfotéricos (carregados 

positivamente e negativamente); a cauda hidrofóbica do surfactante é caracterizada por 

uma longa cadeia de ácidos graxos. Os surfactantes comerciais mais comumente usados 

são o lauril sulfato de sódio (dodecil sulfato de sódio) (Figura 2) e o lauril sulfato de 

amônio, que são utilizados nas indústrias de limpeza e cosmética [11].  

 O consumo doméstico e industrial de surfactantes tem aumentado nos últimos 

anos sem limites e restrições. O acúmulo desses surfactantes no ecossistema pode levar a 

problemas ambientais [14], além das manifestações de toxicidade do surfactante [10,14-

16]. Os surfactantes sintéticos podem atingir níveis tóxicos quando excedem as 

concentrações prescritas, em termos de hidrofobicidade e características de estrutura 

química [3,14].  

 Embora haja um grande número de relatos na literatura sobre os efeitos adversos 

dos surfactantes no meio ambiente e na saúde humana, a proibição total do uso de 

surfactantes é impossível devido à falta de alternativas economicamente viáveis. Diante 

disso, a utilização de biossurfactantes pode diminuir o uso de surfactantes sintético 

[10,14]. 



18 
 

 
Figura 1: Tensão interfacial e superficial do monômero surfactante (cabeça polar e cauda de 
hidrocarboneto); Água / óleo de formação de micelas.

 
Figura 2: Estrutura química do dodecil sulfato de sódio. 
* Estruturas projetadas com o auxílio do programa Chemdraw. 
 
 Biossurfactantes são surfactantes naturais sintetizados por plantas (por exemplo, 

saponina), animais (por exemplo, fosfolipídeos, surfactantes pulmonares, sais biliares) e 

micro-organismoss (por exemplo, glicolipídeos). Biossurfactantes derivados de micro-

organismos exibem propriedades surfactantes uma vez que diminuem a tensão superficial 

e têm uma alta capacidade de emulsificação [11]. No entanto, esses biossurfactantes são 

estruturalmente mais complexos do que os surfactantes sintéticos, pois são formados a 

partir de combinações de biomoléculas (proteínas, carboidratos e lipídios). Os 

biossurfactantes de micro-organismoss são classificados com base em sua estrutura 

química: por exemplo, os glicolipídeos são compostos de carboidratos (glicose, ramnose, 

galactose) combinados com ácidos alifáticos de cadeia longa ou ácidos hidroxialifáticos 

(ácidos graxos contendo grupos hidroxila (OH) e ramos alquil); os lipopeptídeos são 

formados a partir de biomoléculas nas quais os aminoácidos estão ligados a grupos 

carboxila e hidroxila de uma cadeia de ácido graxo de 14 carbonos; e os biossurfactantes 
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Monomer

Água/Óleo 
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poliméricos são complexos de polissacarídeo-proteína [11,17-19] (Figura 3).

 
Figura 3: Diversidade estrutural de alguns biossurfactantes comuns. 
* Estruturas projetadas com o auxílio do programa Chemdraw 
 
 Os biossurfactantes apresentam propriedades melhores do que seus equivalentes 

sintéticos. Algumas das propriedades importantes observadas na maioria dos 

biossurfactantes são descritas abaixo: 

a) Baixa toxicidade: Dado que os biossurfactantes são usados em produtos de limpeza, 

alimentos e cosméticos, e na biorremediação, é essencial determinar se os 

biossurfactantes realmente têm baixa ou nenhuma toxicidade. Estudos recentes têm 

demonstrado a ausência de efeitos tóxicos dos biossurfactantes sobre micro-organismoss 

ou microcrustáceos, ou na germinação de sementes; o potencial do uso de biossurfactantes 

na biorremediação de solo e água contaminados também foi demonstrado [20]. Os testes 

para verificar a aplicação tóxica de surfactantes em detergentes incluem irritação dérmica 

aguda, toxicidade oral aguda (LD50 e LC50), atividade de superfície, eficiência de lavagem 

e testes de compatibilidade com água dura purificada [21]. 

b) Alta biodegradabilidade: os biossurfactantes são degradáveis na água e no solo, o que 

permite que sejam usados no processo de biorremediação, para liberar contaminantes do 

solo, em formulações de pesticidas e no controle biológico [22-24]. 

c) Tolerância à variação de pH, salinidade e temperatura: Os biossurfactantes têm 

ganhado maior atenção em pesquisas para sua aplicação comercial devido aos novos 

biossurfactantes serem capazes de atuar com eficiência sob temperaturas extremas, pH e 

salinidade [3,25]. 
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d) Uso de substratos renováveis: O uso de substratos economicamente mais baratos torna 

o processo de produção de biossurfactante econômico nas indústrias [6]. 

e) Aplicações generalizadas: Vários tipos de biossurfactantes têm mostrado potencial para 

aplicação em diversas áreas, devido às suas atividades emulsificante, antimicrobiana, 

antitumoral, antiadesiva e anticorrosiva. Essas propriedades são de interesse das 

indústrias alimentícia, têxtil e biomédica. As propriedades de formação de espuma dos 

biossurfactantes em comparação com os surfactantes sintéticos tornam-os uma alternativa 

promissora para a produção comercial usando matérias-primas [26,27].  

 No entanto, existem limitações associadas à produção de biossurfactantes e 

estratégias devem ser adotadas para garantir que eles possam ser competitivos com os 

surfactantes sintéticos. Essas estratégias incluem o uso de resíduos de substrato 

renováveis para reduzir os custos iniciais de produção e o desenvolvimento de 

bioprocessos eficientes, incluindo a otimização das condições de cultura, melhoria dos 

processos a jusante e o uso de cepas melhoradas com modificações genéticas ou de 

potencial produtivo natural [26].  

 Ramnolipídeos e soforolipídeos têm sido estudados extensivamente e, 

consequentemente, ganharam destaque em suas aplicações no setor industrial global [28]. 

Os avanços biotecnológicos na produção de biossurfactantes em escala industrial são 

monitorados de perto pelas indústrias envolvidas. Entre eles, a Evonik Indústria® foi 

pioneira na produção de componentes-chave para a produção de xampus, géis de banho 

e produtos de limpeza doméstica [29]; tais biossurfactantes são produzidos 

principalmente por bactérias e leveduras, embora nenhum biossurfactante produzido por 

fungos filamentosos esteja disponível comercialmente [30-32]. No entanto, vários 

estudos têm demonstrado o potencial dos fungos como produtores de moléculas 

tensoativas [33], e com rendimentos ainda maiores em comparação aos biossurfactantes 

produzidos a partir de bactérias [34]. 

 

Produção de Biossurfactante por Ascomicetos 

  
 Ascomicetos são um tipo de fungo assexuado, ou anamorfo, que produz esporos 

assexuados (como conídios) em estruturas ramificadas chamadas conidióforos. Eles são 

fungos septados com filamentos divididos por células chamadas septos [35,36]. Os 

ascomicetos biossintetizam metabólitos secundários por absorção ou troca (heterotrofia). 

Como eles representam o maior grupo de fungos: 57.000 espécies conhecidas de 
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aproximadamente 6100 gêneros de ascomicetos existem em uma variedade de formas, 

incluindo bolores, leveduras ou esporocarpos, e o termo ascoma é geralmente usado para 

descrever seu corpo de frutificação "carnudo" [37, 38]. 

 Os ascomicetos são abundantes no solo, mas também podem ser encontrados em 

ambientes aquáticos e em plantas, pois vários deles são fitopatógenos [39,40]. Egidi et al. 

[40] identificaram padrões e condutores ecológicos de táxons de fungos dominantes do 

solo que ocorrem no filo Ascomycota. Estudos indicam que os fungos globalmente 

distribuídos incluem gêneros como Alternaria, Aureobasidium, Cladosporium, 

Penicillium, Fusarium, Chaetomium, Acremonium e Curvularia, que são fungos 

anemófilos que podem ser dispersos pelo ar. A maioria desses fungos dominantes é 

caracterizada por seu potencial genômico para uso em recursos biotecnológicos, 

competição entre micro-organismoss no ambiente e tolerância ao estresse em comparação 

com outros fungos; no entanto, estudos sugerem que os ascomicetos podem estar mais 

bem equipados para resistir a estresses ambientais e podem utilizar um maior número de 

recursos, levando a estratégias mais generalistas que podem contribuir para seu maior 

domínio nos solos. 

 Aspergillus, Penicillium e Fusarium, entre outros, são ascomicetos que estão 

sendo estudados como produtores de biossurfactante [41-43]. A Tabela 1 fornece uma 

visão geral de algumas fontes de isolamento e tipos de biossurfactantes produzidos por 

esses ascomicetos. Pode-se concluir que Aspergillus, Penicillium e Fusarium são os 

gêneros mais estudados para a produção de biossurfactantes. Os ascomicetos 

filamentosos mostraram vantagens na produção de biossurfactantes [44] e apresentaram 

potencial para produzir biossurfactantes com rendimentos mais elevados em comparação 

com os das leveduras [45]. Portanto, os gêneros acima mencionados são produtores 

promissores de biossurfactantes e emulsificantes com emulsões estáveis e têm uma 

excelente capacidade de reduzir a tensão superficial e interfacial [48-50, 54-55, 63]. 

 Os ascomicetos que produzem biossurfactantes foram obtidos de diferentes 

fontes, como plantas, solo e ambientes contaminados, e podem produzir uma variedade 

de biossurfactantes em meios sintéticos ou em substratos renováveis (Tabela 1). Além 

disso, eles podem ser isolados de áreas contaminadas com óleo, efluentes ou 

hidrocarbonetos [46–49], o que aumenta as chances de isolar um fungo que produz o 

composto. No entanto, vários estudos têm demonstrado o isolamento de áreas como solo, 

plantas e em ambientes marinhos [42,50–52]. 
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 A Tabela 1 fornece uma visão geral dos gêneros mais comumente usados para a 

produção de biossurfactantes e biossurfactantes comumente isolados contendo 

glicolipídeos, lipopeptídeos, enamidas, etc. Os principais tipos de biossurfactantes 

produzidos por ascomicetos são biossurfactantes de baixo peso molecular (como 

glicolipídeos e lipopeptídeos) [53]. Os glicolipídios são compostos por frações glicosil e 

lipídica com propriedades anfifílicas, conferindo-lhes propriedades surfactantes. Os 

glicolipídeos fúngicos são metabólitos intracelulares [54] ou metabólitos secundários que 

auxiliam na predominância de fungos em competição com outros micro-organismoss em 

um determinado nicho ambiental [55,56]. 

 Lipopeptídeos e glicolipídeos são biossurfactantes excretados por cepas de fungos 

produzidos durante a fermentação em meio mineral com azeite de oliva como fonte de 

carbono [54], e têm maior atividade de emulsificação do que o Triton X-100 entre outros 

surfactantes sintetizados quimicamente [57]. 

   
Tabela 1: Diversas classes de biossurfactantes produzidos por fungos isolados de diferentes fontes 
ambientais. 

Fungo Fonte de isolamento Tipo de biossurfactante Referencia  
Aspergillus niger  - Monoglucosiloxioctadecenóico 

(glicolipídeo) 
[54] 

Cladosporium resinae Combustível de avião Cladosan [46] 
Curvularia lunata IM 
2901 

Coleção  Biossurfactante polimérico [57] 

Penicillium citrinum - Glicolipídeo [58] 
Penicillium sp. Solo - [59] 
Aspergillus fumigatus Solo - [50] 
Aspergillus ustus MSF3 Esponja marinha 

(Fasciospongia 
cavernosa) 

Glicoproteína [51] 

Exophiala dermatitidis 
SK80 

Solo Monoglicerídeo [60] 

Aspergillus niger Solo Glicolipídeo [61] 
Aspergillus flavus Solo contaminado com 

óleo diesel 
- [48] 

Fusarium sp.  Planta (Melia azedarach) Fusaroside (glicolipídeo) [62] 

Aureobasidium 
pullulans 

Planta (Lilium lancifolium)  L9 [63]  

Fusarium SP BS-8 Solo Lipopeptídeo [64] 
Penicillium 
chrysogenum SNP5 

Solo Lipopeptídeo [65] 

Fusarium proliferatum Farelo de arroz Enamida [66] 

Fusarium fujikuroi Solo contaminado com 
hidrocarbonetos 

α,β-trealose (glicolipídeo) [49] 

Xylaria regalis Planta (Thuja plicata) - [67] 
Fusarium oxysporum 
LM5634 

Solo - [52] 

Fusarium sp. Coleção Glicolipídeo [68] 

Aspergillus niger Plant (Piper hispidum)  - [69] 
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Penicillium 
chrysogenum 
MUT 5039 

Marinho Sap-Pc proteina [70] 

Aspergillus terreus 
MUT 271 

Marinho Cerato-platanina [71] 

 

Biossíntese de biossurfactantes 

 
 Os biossurfactantes foram sintetizados usando uma variedade de substratos. Eles 

podem ser produzidos espontaneamente ou induzidos pela presença de compostos 

lipofílicos, variações de pH, velocidade de agitação, tensões e baixas concentrações de 

nitrogênio [72]. Os primeiros biossurfactantes relatados foram ramnolipídeos - 

produzidos por Pseudomonas aeruginosa, e lipopeptídeos (surfactina) - produzidos por 

Bacillus subtilis. Estudos investigando a produção de biossurfactantes derivados de 

fungos encontraram o lipídio manosiletitritol (MEL) - derivado de Candida [73]. 

 A biossíntese de biossurfactantes geralmente envolve caminhos separados para 

formar frações hidrofílicas e hidrofóbicas, que são subsequentemente combinadas [74]. 

As principais vias metabólicas envolvidas na síntese de precursores de biossurfactantes 

dependem da fonte de carbono; as principais fontes de carbono são carboidratos e lipídios 

ou hidrocarbonetos. Quando os carboidratos são usados como a única fonte de carbono 

no meio de cultura para a produção de glicolipídeos, o fluxo de carbono é direcionado 

para as vias lipogênica (formação de lipídeos) e glicolítica (formação da porção 

hidrofílica). Em contraste, quando uma fonte de hidrocarboneto é usada, a biossíntese é 

direcionada para as vias lipolíticas e de gliconeogênese [75]. Um exemplo de biossíntese 

de biossurfactante é a produção de ramnolipídeos por bactérias em um meio contendo 

glicerol [30]. A regulação biossintética molecular do ramnolipídeo, um biossurfactante 

do tipo glicolipídeo produzido por P. aeruginosa, foi o primeiro a ser decifrado [76] 

(Figura 4).  
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Figura 4: Biossíntese relacionada à produção de biossurfactantes ou bioemulsificantes usando fontes 
hidrofílicas e hidrofóbicas como substratos [30]. * Imagem criada usando Biorender. 
 
 Embora fungos filamentosos possam produzir biossurfactantes e seja possível 

identificar o tipo de biossurfactante, a biossíntese desses compostos, sua base genética e 

a rota de produção do biossurfactante ainda não estão totalmente esclarecidas. A 

biossíntese da maioria dos biossurfactantes é estritamente regulada, e a biossíntese de 

hidrofobinas por Trichoderma reesei depende dos genes hfb1 e hfb2 [76]. 

 Uma área de estudo que precisa ser mais explorada é a disponibilidade de métodos 

e ferramentas de sequenciamento para análises bioinformáticas que possam permitir a 

dedução de genes biossintéticos a partir do biossurfactante do genoma fúngico. 

   

Influência do bioprocesso e das condições nutricionais na produção de 

biossurfactantes 

 
 Durante o processo de produção dos biossurfactantes, os fatores críticos que 

influenciam diretamente as condições de cultivo foram avaliados e classificados como 

fatores externos; estes incluem agitação, aeração e volume do meio. Além disso, os 

fatores nutricionais estão diretamente relacionados ao micro-organismo utilizado e, 

portanto, influencia o tipo de biossurfactante produzido [45]. A síntese de 

biossurfactantes depende muito da disponibilidade de fontes de carbono e do equilíbrio 
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entre o carbono e outros nutrientes. Cada fungo possui necessidades nutricionais 

específicas que favorecem a produção de uma classe de biossurfactantes, mas essa 

correlação de otimização / caracterização ainda não foi explorada, sendo o aumento no 

rendimento da produção de biossurfactantes o principal objetivo deste campo de pesquisa 

(Tabela 2). 

 As fontes de carbono desempenham um papel importante no crescimento e 

produção de biossurfactantes por vários micro-organismoss e variam de espécie para 

espécie. As principais fontes de carbono usadas para a produção de Ascomicetos são óleo 

de soja, óleo cru, resíduos agroindustriais, hidrocarbonetos e glicose [51,52,65-67,77]. 

 O nitrogênio é o segundo suplemento mais importante para a produção de 

biossurfactantes por micro-organismoss. Várias fontes de nitrogênio orgânico e 

inorgânico têm sido usadas na produção de biossurfactantes como meio mineral, extrato 

de levedura e peptona [45,52,65-67,78]. A suplementação com glicose como fonte de 

carbono pode aumentar a produção de biossurfactante, e o extrato de levedura como fonte 

de nitrogênio também desempenha um papel importante na produção de biossurfactante 

[51] (Tabela 2). 

 As características importantes da maioria dos organismos são sua forte 

dependência do pH para o crescimento celular e para a produção de metabólitos 

secundários. Eles produzem o maior rendimento de biossurfactantes na faixa de pH 6–7 

[51,52,77]. A composição do biossurfactante depende das condições de isolamento do 

fungo: um fungo isolado do meio marinho requer a adição de sal no meio de cultura. Se 

o organismo foi isolado de um local contaminado com óleo, o óleo pode ser usado como 

indutor no bioprocesso [46,49,51]. 

  A maioria das condições de bioprocessamento ocorre em temperaturas de 

incubação entre 25–30 ◦C e agitação entre 100–150 rpm ao longo de cerca de 3-20 dias 

[49,52,65,66]. Essas condições podem ser otimizadas e personalizadas para cada fungo, 

por exemplo, alterando o pH apropriado e a composição de nutrientes (Tabela 2). 

 Análises estatísticas das condições de cultivo juntamente com o planejamento 

fatorial têm se mostrado ferramentas eficazes para otimizar a produção de 

biossurfactantes. Tais ferramentas resultam na redução do número de experimentos de 

laboratório, aquisição de modelos matemáticos que podem ser usados na indústria, 

demonstrando quais fatores são importantes, e sua interação na produção de 

biossurfactantes. A Tabela 2 fornece uma visão geral de alguns processos de otimização 

e condições para o crescimento de certos fungos ascomicetos. A busca pelas melhores 
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condições (como substrato, pH e temperatura) para a produção de biossurfactante tem 

sido explorada, especificamente no uso de resíduos agroindustriais [48,51,61]. 

 O uso de ferramentas estatísticas é muito eficiente em aumentar a produção e as 

propriedades dos biossurfactantes, a maioria dos quais são planejamentos fatoriais e 

metodologias de superfície de resposta (RSM), com o objetivo de otimizar a resposta, que 

é influenciada por diversas variáveis independentes [51, 52, 79]. A associação de 

biossurfactantes produtores de fungos filamentosos tem sido extensivamente estudada 

usando essas ferramentas estatísticas; nos últimos anos, destaca-se o uso de Plackett-

Burman como ferramenta de seleção, visto que os autores testam diversos fungos, 

condições e variáveis [49]. 

 Vários fatores, como disponibilidade de fontes de carbono e nitrogênio, pH, 

agitação e incubação, precisam ser otimizados para aumentar o rendimento do 

biossurfactante. A Tabela 2 resume os dados obtidos em estudos que determinaram alto 

índice de emulsificação (> 60%) e redução da tensão superficial (<25 mN / m) por meio 

de otimizações para a produção de biossurfactantes por fungos ascomicetos. 

 Em geral, o uso de abordagens estatísticas para determinar o efeito sobre os fatores 

analisados e suas interações resulta no aumento do rendimento do biossurfactante na 

produção, e a possibilidade de reprodução do modelo matemático fornece informações 

de interesse para as indústrias. 

 
Tabela 2: Diferentes estratégias estatísticas utilizadas para a otimização da produção de biossurfactantes 
por ascomicetos. 

Fungo Tipo de 
biossurfactante Processo otimizado Condições otimizadas E24 (%) / TS 

(mN/m) Referência 

Aspergillus 
ustus 
(MSF3) 

Glicoproteina 

pH, temperatura, concentração de 
sal, fontes de nitrogênio de 
carbono e metais (metodologia 
univariada e de superfície de 
resposta) 

pH 7/3% NaCl/Glucose 
and cheapest raw/ Ratio 
C:N 3:2 

75% [80] 

Penicillium 
8CC2 -  

Fontes de carbono e nitrogênio, 
pH e tempo de produção usando 
planejamento fatorial com 
repetição no ponto central 

Óleo de soja, 20 g/L−1; 
extrato de levedura, 30 
g/L−1; pH6 

79.82% [42] 

Fusarium 
fujikuroi α, β-trealose 

pH, tempo de incubação, 
agitação e inóculo (Plackett - 
Burman + Arranjo de Composto 
Rotacional Central) 

temperatura, agitação, e  
tempo de incubação 
Variáveis significantes 

PB: 24.08 
mN/m 

[49] temperatura 47 ◦C, 120 
rpm em 7 dias de 
incubação 

CCRD: 
20.08 mN/m 

Fusarium 
oxysporum - 

Substrato agroindustrial, fonte de 
carbono, nitrogênio, pH, 
planejamento fatorial de agitação 

Resíduo com influência 
significativa 67.74% [52] 

* E24 (%) – Índice de emulsificação 
** TS – Tensão superficial 
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Extração, purificação e caracterização química de biossurfactantes 

 
 Após a produção dos biossurfactantes, o próximo passo importante é recuperá-los 

do meio de fermentação, seguido pela purificação para torná-los prontamente disponíveis 

para várias aplicações industriais [45]. No bioprocesso de obtenção do biossurfactante, o 

extrato ainda é limitado devido ao custo de recuperação, processamento de purificação 

ou ambos; o custo é de aproximadamente 60% do total da produção [6]. 

 Métodos para reduzir custos de produção têm sido estudados, principalmente 

utilizando recursos renováveis; entretanto, esses recursos contaminam ou dificultam o 

processo de extração e purificação e, consequentemente, a caracterização dos 

biossurfactantes. Diversas técnicas são utilizadas para a obtenção de produtos de interesse 

biotecnológico, como recuperação com solventes miscíveis em água, como acetona e 

etanol, acidificação e adição de sais à solução. A Tabela 3 mostra os métodos de 

recuperação para biossurfactantes produzidos por fungos filamentosos. Os principais 

métodos utilizados foram acidificação, precipitação com álcool e solventes. 

 Seguindo o processo de caracterização, o biossurfactante bruto é analisado usando 

uma combinação de técnicas espectroscópicas, como espectrometria de massa, 

infravermelho (IR) e espectroscopia de ressonância magnética nuclear (NMR) para 

elucidar a estrutura do biossurfactante. Técnicas cromatográficas como cromatografia 

gasosa (GC) e cromatografia líquida de alto desempenho (HPLC) em combinação com 

espectrometria de massa (MS) também são usadas para a caracterização e purificação de 

biossurfactantes. Na investigação do biossurfactante produzido por Fusarium fujikuroi, 

os compostos foram identificados por cromatografia gasosa acoplada a MS e com detector 

de ionização de chama [49]. 

 A espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier é frequentemente 

usada para identificar grupos funcionais orgânicos (alquil, carbonil, éter e ligações éster 

em carboidratos). Em um estudo realizado por Pele et al. (2019), o espectro infravermelho 

sugeriu a presença de uma ligação éster, e um grupo amida confirmou a presença de 

glicoproteínas na estrutura de um biossurfactante produzido por Rhizopus arrhizus UCP 

1607. 

 A caracterização dos biossurfactantes produzidos por fungos filamentosos ainda 

é escassa, sendo por vezes necessária a utilização de outras técnicas como a dessorção / 

ionização-tempo de voo por laser assistido por matriz (MALDI-TOF MS). 
 



28 
 

Tabela 3: Tipos de extração de biossurfactante e caracterização de fungos filamentosos. 
 

Fungo Processo/Solvente usado na 
purificação Método analítico Referência 

Cladosporium resinae Cromatografia de fase reversa Cromatografia líquida de alta 
performance (HPLC) [46] 

Curvularia lunata Acetona/Liofilizado  Cromatografia em fase gasosa (GC) [57] 
Penicillium sp. Acetona gelad 4 ºC HPLC [81] 
Aspergillus fumigatus Água destilad 90 °C e solvente Atividade emulsificante [50] 

Aspergillus sp. O-4 Tampão fosfato pH 7.0/ 0.2 
M/Água destilada 90 °C 

Atividade emulsificante e tensão 
superficial   [82] 

Exophiala dermatitidis 
SK80 Acetato de etila Cromatografia de camada delgada 

(TLC) [60] 

Aspergillus sp. MSF1 Solventes TLC, infravermelho (FT-IR), and 
HPLC. [78] 

Aspergillus niger Precipitação ácida 
HCl/ clorofórmio, metanol TLC [61]  

Penicillium 
chrysogenum SNP5 Etanol -20 ºC TLC and  FT-IR  [83] 

Aspergillus niger and 
Aspergillus flavus 

Precipitação ácida com 1 M de 
H2SO4 pH 2.0/ clorofórmio e 
metanol 

Cromatografia gasosa-
espectrometria de massa (GC-MS) [77] 

Aspergillus flavus Acetato de Etila  Infravermelho (IR) e espectrometria 
de massa (MS) [84] 

Pleurotus ostreatus Clorofórmio: eanol FT-IR [85] 

Fusarium proliferatum Acidificação pH 2.0 HCl 6 
N/sistema de solvente 

TLC-coluna cromatográfica, FTIR, 
and Espectrometria de ressonância 
magnética nuclear (NMR) 

[66] 

Pleurotus djamor  HCl pH 2.0 acidificação FT-IR [86] 

Pleurotus sajor-caju Acidificação por HCl 6 N pH 
2.0/Isopropanol FT-IR [87] 

Ceriporia lacerate Acetato de etila  LC-MS and GC–MS. [88] 

Fusarium oxysporum Solventes clorofórmio: 
metanol 

FT-IR, NMR-estudos espectrais e 
GC [89] 

8CC2 Penicillium  Precipitação com etanol Estudos de estabilidade  [42] 

Fusarium fujikuroi 
Acidificação com 6 M HCl pH 
4.0/ Solvente acetato:metanol 
(1:4) 

 Espectrometria de ressonância 
magnética nuclear (NMR) [49] 

Xylaria regalis Acidificação pH 2.0 HCl (1 
N)/Acetato de etila 

 Cromatografia de camada delgada 
de alta performance (HPTLC) [67]  

Aspergillus terreus 
MUT 271 and 
Trichoderma 
harzianum MUT 290 

Concentração por bolhas no ar 
e por um Ultrafiltração  

Q-TOF LC/MS Espectroscopia de 
Dicroísmo Circular [71] 

  
 De acordo com a Tabela 3, o processo primário de extração de biossurfactantes 

por fungos filamentosos é a precipitação e a fração de solvente. A precipitação pode ser 

promovida por acidificação (HCl) ou utilização de sistemas de solventes, como 

clorofórmio, metanol, acetato de etila e etanol. Além disso, estudos anteriores 

demonstraram que combinações de metodologias analíticas são necessárias para a 

caracterização química, e as técnicas para identificar biossurfactantes incluem 

cromatografia em camada fina (TLC), HPLC, infravermelho por transformada de Fourier 

(FT-IR) e MS. 
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Aplicações industriais 

 
 A exploração de recursos naturais na era biotecnológica tem promovido avanços 

científicos e tecnológicos ao agregar valor aos produtos naturais. Os biossurfactantes têm 

potencial para o desenvolvimento de processos biotecnológicos significativos no século 

21 devido às suas propriedades únicas de emulsificação [7]. 

 Os biossurfactantes podem ser usados como agentes terapêuticos devido às suas 

propriedades antibacterianas, antifúngicas e antivirais [90,91]. Essas moléculas têm 

propriedades ideais para incorporação em formulações de alimentos e cosméticos, e seu 

potencial antimicrobiano e antibiofilme são de grande interesse para as indústrias de 

processamento de alimentos [92]. Estudos investigaram e estabeleceram as aplicações 

potenciais promissoras de biossurfactantes (alguns fungos também foram depositados no 

banco de patentes; Tabela 4) como alternativa aos surfactantes sintéticos na indústria. O 

mercado de aplicação de biossurfactantes é segmentado nas indústrias de alimentos, 

cosméticos, saúde e têxteis, sendo os detergentes domésticos e produtos de higiene 

pessoal as principais aplicações dos biossurfactantes. 

 A maioria das indústrias de biossurfactantes está localizada na América do Norte, 

Ásia e Europa; consequentemente, eles são os principais consumidores. A Europa 

dominou o mercado de biossurfactantes com uma participação global de 52,5% em 2019. 

Isso se deve à crescente conscientização dos consumidores sobre os riscos à saúde 

associados aos surfactantes químicos [93]. No entanto, a América Latina possui um 

imenso potencial devido à sua enorme biodiversidade e aos diversos resíduos 

agroindustriais produzidos que podem ser utilizados como substratos para a produção de 

biossurfactantes; assim, o desenvolvimento de biossurfactantes na América do Sul, 

especificamente no Brasil, permanece um desafio, embora o Brasil seja líder entre os 

países latino-americanos na pesquisa de biossurfactantes, com um elevado número de 

artigos e patentes [94]. 
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Tabela 4: Fungos filamentosos produtores de biossurfactantes depositados no banco de patentes 

 
  

A produção de biossurfactantes por fungos filamentosos Ascomicetos tem 

aumentado nos últimos anos. Entre os Ascomicetos, alguns fungos se destacam no setor 

industrial por terem demonstrado potencial de produção quando cultivados em diferentes 

meios de cultura sintéticos e substratos renováveis, além de suas atividades biológicas. 

Os biossurfactantes obtidos de fungos possuem uma variedade de classes químicas, que 

favorecem diversas aplicações nos setores industrial, alimentício, biomédico e ambiental. 

Resta a necessidade de mais estudos sobre as patentes, caracterização e aplicação dessas 

substâncias. Desafios relativos à compreensão das vias de produção metabólica, genes de 

interesse e técnicas para a recuperação de biossurfactantes permanecem e devem ser 

abordados em estudos futuros. 

 

Conclusão 

  
(i)  Ascomicetos isolados de vários ambientes têm potencial para produzir 
biossurfactantes usando substratos renováveis. 
 (ii)  Os principais gêneros de Ascomicetos que são capazes de produzir 
biossurfactantes incluem espécies de Aspergillus, Fusarium e Penicillium, que produzem 
principalmente glicolipídeos e lipopeptídeos. 
 
(iii)  A produção de biossurfactantes de Ascomicetos é amplamente afetada por várias 
diferenças nas condições do meio de cultivo, pH, temperatura e fontes de carbono e 
nitrogênio. A influência dos fatores de produção tem sido estudada, principalmente 
através de metodologias de fatorial de projeto e superfície de resposta. 
 
(iv)  Os principais métodos de extração para obter biossurfactantes de meios de cultura 
incluem acidificação ou o uso de um sistema de solvente, e a caracterização e elucidação 
da estrutura dos biossurfactantes foram alcançados usando uma combinação de técnicas 
analíticas, cromatográficas e espectroscópicas. 
  

Micro-organismo Título Inventor e data Patente 
Cladosporium 
resinae 

Preparação de um novo 
biossurfactante 

Jimenez & Morales 
(1993) 

ES 2039187B1 

Fungo Método para preparar 
ramnolipídeo 

Yang (2007) CN 1891831 

Aureobasidium 
pullulans 

Novo biossurfactantes 
produzido por Aureobasidium 
pullulans 

Kim et al., (2013) KR 101225110 

Trichoderma Produção de hidrofobina por 
Trichoderma 

Quay (2002) US7863245B2 
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   O uso de biossurfactantes obtidos por Ascomicetos deve ser incentivado, 
dadas as vantagens em relação aos seus homólogos sintéticos, dados de vários estudos e 
seu potencial para produzir produtos ecologicamente seguros e sustentáveis. 
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INTRODUÇÃO 

 
 Os surfactantes são usados industrialmente para misturar substâncias imiscíveis 

com aplicação na formulação de cremes, xampus e detergentes. São compostos 

conhecidos por reduzirem a tensão superficial/interfacial entre duas superfícies e 

possuírem uma estrutura química com dois grupos funcionais distintos, conferindo a 

propriedade anfifílica (BANAT et al., 2014; NITSCHKE; PASTORE, 2002; SILVA et 

al., 2018). Alguns desses agentes tensoativos disponíveis comercialmente são sintetizados 

a partir de derivados de petróleo e o uso dessa matéria-prima contraria a tendência para o 

uso de produtos biodegradáveis e com baixa toxicidade (LÉMERY et al., 2015; 

REBELLO et al., 2013). 

Recentemente, uma classe específica de tensoativos, os biossurfactantes vem se 

destacando pela mobilização mundial em direção à bioeconomia e eco-sustentabilidade. 

Constituem-se por um grupo de compostos que podem ser sintetizados por organismos 

vivos, como plantas, a partir da extração do óleo; produtos metabólicos de micro-

organismos como fungos e bactérias; e animais; como na composição da célula, 

surfactante pulmonar e sais biliares (DRAKONTIS; AMIN, 2020; RON; ROSENBERG, 

2001; SANTOS et al., 2016). 

Os biossurfactantes possuem estruturas diversificadas dependendo da composição 

química e origem microbiana, sendo formado de simples ácidos graxos a biossurfactantes 
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poliméricos. Essa conformação confere características eficientes e vantajosas frente aos 

surfactantes sintéticos como a diversidade de aplicação na biorremediação, agricultura, 

limpeza e cosmética (SANCHES et al., 2021; SANTOS et al., 2016; SHAH et al., 2016).    

Apesar das vantagens do biossurfactante como a biodegradabilidade, menor toxicidade e 

estabilidade para condições reacionais extremas, a produção para comercialização ainda 

é limitada, sendo necessário o desenvolvimento de estratégias, como a busca por novos 

produtores, melhorias na produção e obtenção da substância (HELMY et al., 2011). 

Estratégias de bioprospecção de produtores de biossurfactantes são realizadas para 

bactérias e leveduras (AMARAL et al., 2008; SPELLBERG, 2008), no entanto, nos 

últimos anos observou-se um destaque para biossurfactantes provenientes de fungos 

filamentosos. Estes micro-organismos apresentam potencial produtivo, variedade de 

técnicas de produção e melhoramento que consequentemente aumenta a viabilidade 

econômica dos bioprocessos (BHARDWAJ, 2013; CASTIGLIONI et al., 2009; 

PEREIRA; JÚNIOR; ALBUQUERQUE, 2017; SANCHES et al., 2021). 

Na região amazônica, poucos estudos têm sido realizados para investigar o 

potencial de fungos filamentosos na produção de biossurfactantes (LIMA et al., 2016; 

SENA et al., 2018). Pode-se destacar as pesquisas com fungos isolados de macrófitas 

aquáticas contaminadas (LIMA et al., 2016), de solo (SENA et al., 2018) e de plantas 

(DA SILVA et al., 2019) como produtores de biossurfactantes. Especificamente, o solo é 

considerado um dos principais hábitats para a população de micro-organismos e dentre 

estes, encontram-se os fungos, pois eles têm a capacidade de crescer em condições 

adversas (TAYLOR; SINSABAUGH, 2015).  

Dentre a variedade de biomas amazônicos, a campina amazônica ainda é pouco 

explorada com relação a esta abordagem, principalmente por estes ecossistemas estarem 

associados a solos pobres em nutrientes, com características arenosas e com baixa 

fertilidade (GUIMARÃES, 2016). Entretanto, este ambiente pode abrigar espécies de 

fungos capazes de sintetizar novos agentes biossurfactantes com grande potencial 

biotecnológico. 

 Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi isolar e selecionar fungos de 

amostras de solo e serapilheira de um ambiente de campina amazônico com potencial 

para a produção de biossurfactantes. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

 

Isolamento e preservação dos fungos 

 
As amostras foram coletadas de solo (5 cm a partir da serapilheira) e serapilheira 

(superfície) da Reserva Biológica da Campina (2°35'19,19 "S, 60°1'59,91"O), localizada 

no km 45 da rodovia BR-174, Manaus –AM no período de setembro de 2018. Três pontos 

aleatórios foram selecionados: I (-2,5891030, -60,0319530), II (-2,589249, -60,031893) 

e III (-2,589368, -60,031712), em triplicata. A coleta de 5g de solo foi realizada com 

auxílio de pá de jardim esterilizada e acondicionada em sacos plásticos, identificados com 

etiqueta e transportados ao Laboratório de Micologia do INPA, para posterior 

manipulação. 

O isolamento foi realizado utilizando-se a técnica do espalhamento em superfície 

em placa (CLARK, 1965) adaptado por  Nonaka et al., (2014). Foi realizado pelo método 

de diluições sucessivas solo/água (10-1, 10-2 e 10-3). O isolamento dos fungos foi realizado 

em meio ágar batata dextrose (ABD). As placas foram incubadas a 28 °C até o 

aparecimento das colônias e posteriormente foram contadas para determinação das 

unidades formadoras de colônia (UFC). As colônias purificadas foram transferidas para 

novas placas de Petri contendo ABD e incubadas a 25 ± 2 °C, por 7 dias. Após esse 

período, a cultura foi transferida para tubos de ensaio contendo ágar Sabouraud dextrose 

e conservada a 5 °C. Cada experimento foi realizado em triplicata. Os fungos isolados e 

identificados foram preservados pelos métodos de liofilização, conservação em óleo 

mineral e água destilada (CASTELLANI, 1939). 

 

Identificação taxonômica dos fungos 

 
A identificação das colônias dos fungos isolados foi feita por meio da observação 

dos aspectos macroscópicos das colônias descrito por Lacaz; Porto; Martins (2001). Para 

a observação microscópica das estruturas fúngicas, foi realizada a técnica de microcultivo 

(RIDDELL, 1950). Em uma lâmina esterilizada contida em uma placa de Petri 

esterilizada, foi acrescentado um cubo de ABD. A cultura a ser identificada foi semeada 

a partir de repique recente, inoculada em 4 cantos do cubo e recoberta com uma lamínula 

esterilizada. Dentro da placa também foi deixado um chumaço de algodão umedecido 
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com água destilada. A placa foi armazenada à temperatura ambiente por 7 a 10 dias, até 

que se observasse desenvolvimento das colônias. Após esse período, a esporulação foi 

inativada, adicionando 1 mL de formol a 20% ao algodão e vedando a placa com fita 

adesiva durante 24h-48h. Com auxílio de uma pinça a lamínula foi retirada, e adicionada 

sobre estas uma gota de corante azul de lactofenol. A lamínula foi montada sobre uma 

lâmina que foi visualizada em microscópio óptico com objetiva de 40x para posterior 

identificação utilizando bibliografias de taxonomia fúngica: Illustrated Genera of 

Imperfect Fungi 4th Edition (BARNETT; HUNTER, 1998); Microbiologia Médica: 

Fungos, Actinomicetos e Algas de Interesse Médico (LACAZ; PORTO; MARTINS, 

2001). 

Identificação molecular do isolado produtor de biossurfactante  

 
Os isolados selecionados foram submetidos a identificação por sequenciamento da região 

espaço interno transcrito (ITS) do DNAr pela técnica da reação em cadeia da polimerase 

(PCR). Para tanto foram realizadas as seguintes etapas: 

 a) O DNA fúngico foi extraído do micélio de acordo com a metodologia descrita 

por Ferrer et al. 2001. Em seguida amplificadas as regiões do DNAr ITS. 

 b) Para a PCR dos fungos foi utilizada a mistura das seguintes soluções: 22,5 µL 

água Milli Q, 5,0 µL de tampão para PCR, 2,0 µL MgCl2, 5,0 µL dNTPs, 5,0 µL Primer 

ITS 1 (5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’), 5,0 µL Primer ITS 4 (5’-

TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) (WHITE et al., 1990) 0,5 µL Taq Polimerase 

(Platinum, Invitrogen) e 5,0µL DNA fúngico, na qual cada reação teve o volume final de 

50 µL.  

 c) As reações foram realizadas em termociclador (Modelo Super Cycler™ SC-

200, Kyratec) programado para efetuar uma desnaturação inicial (5 minutos a 94 ºC), 

seguido de 40 ciclos, sendo que cada ciclo é composto de uma etapa de desnaturação (30 

segundos a 94 ºC), uma etapa de pareamento (30 segundos a 53 ºC) e uma etapa de 

alongamento (60 segundos a 72 ºC) e por fim uma etapa de extensão final (10 minutos a 

72 ºC) (WHITE et al., 1990). Uma alíquota de 8µL dos amplicons foi avaliada por 

eletroforese em gel de agarose 1,5% em tampão TAE 1x. O gel foi corado com Syber 

Green SYBR® Safe (Invitrogen) para visualização de um fragmento de entre 500 a 700 

pb. 
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 d) Os produtos de PCR foram purificados utilizando o polietilenoglicol (PEG)  a 

20% de acordo com as instruções do fabricante. As reações de sequenciamento foram 

realizadas utilizando o kit Big Dye® (Applied Biosystem), usando os iniciadores ITS1 

(5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) e ITS4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-

3’). As sequências obtidas foram analisadas no software BioEdit Sequence Aligment e 

comparada com o auxílio do programa BLASTn contra outras sequencias de nucleotídeos 

presentes no banco de dados do GenBank em National Center for Biotechnology 

Information website (NCBI). A relação genética e evolutiva entre os grupos foi conduzida 

no Software MEGA X através da construção de uma árvore filogenética usando o método 

de Máxima Verossimilhança (“bootstrap” - 1000 réplicas) e o modelo de Tamura. As 

sequências foram alinhadas usando o algoritmo “Muscle” (TAMURA et al., 2013). 

 

Seleção da produção de biossurfactantes por fungos isolados de solo e serapilheira 

 
Os isolados foram semeados em frascos Erlenmeyer de 125 mL com 25 mL de 

meio de cultivo. O caldo era composto por óleo de soja (Soya®, 40 g/L) e extrato de 

levedura (Bacto Yeast Extract® BD, 10 g/L) em pH 6 ± 2. O meio foi esterilizado em 

autoclave a 121 ºC por 15 min. Foi preparada uma suspensão de esporos para contagem 

em câmara de Neubauer (Improved L. Optik) a fim de obter um inóculo na concentração 

de 1x104 cél/mL. Os frascos foram mantidos à temperatura ambiente 25 ± 2 ºC durante 7 

dias sob agitação de 100 rpm (SENA et al. 2018). Os parâmetros índice de emulsificação, 

tensão superficial e teste de dispersão de óleo foram os métodos analíticos utilizados para 

verificar a produção de biossurfactantes. Os fungos produtores de biossurfactantes foram 

conduzidos para o ensaio de cinética de produção. Fusarium oxysporum LM 5634, 

mantido em ABD, foi utilizado no estudo como um controle, considerando que se mostrou 

um bom produtor de biossurfactante, como previamente descrito por Sanches et al., 

(2018). O acesso a este isolado foi autorizado pelo CGEN - n ° 010344 / 2013-6. 

Cinética da produção de biossurfactantes 

 
 Os isolados selecionados como potenciais produtores de biossurfactantes foram 

semeados no meio de cultivo como descrito no tópico anterior. Os frascos foram mantidos 

à temperatura ambiente 25 ± 2 ºC durante 15 dias sob agitação de 100 rpm (SENA et al., 

2018). Os parâmetros índice de emulsificação, produção de biomassa e tensão superficial 
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foram avaliados a cada 24 h nos 3 primeiros dias e depois a cada 72h nos dias seguintes, 

a fim de descrever o perfil cinético de produção de biossurfactante. 

Influência das condições de cultivo na produção de biossurfactante  

 
Influência das fontes de carbono e nitrogênio  
 

Para avaliar a produção de biossurfactante em diferentes fontes de carbono, o óleo 

de soja (40 g/L) foi substituído por glicose, frutose, galactose, lactose, ramnose e xilose, 

mantendo o extrato de levedura. Em outra etapa, a fonte de nitrogênio (extrato de 

levedura, 10 g/L) foi substituída por peptona de carne, peptona de soja, ureia, malte, 

sulfato de amônio e glutamato, mantendo constante o óleo de soja como fonte de carbono. 

O bioprocesso foi realizado em frascos Erlenmeyers (125 mL) contendo 25 mL do meio 

de cultivo estéril acrescido do volume de inóculo baseado na concentração de 1x104 

cél/mL. Os frascos foram mantidos em temperatura ambiente de 25 ± 2 ºC por 3 dias, 

agitando em mesa agitadora (TE - 140) a 100 rpm (SENA et al., 2018). A análise da 

produção de biossurfactantes foi medida através do índice de emulsificação. 

 

Influência de fatores de bioprocesso por planejamento fatorial  
 

 Por meio de um experimento multivariado, foi avaliada a influência dos fatores: 

[pH], [agitação] e [inóculo] na produção de biossurfactante mantendo as fontes de 

carbono e nitrogênio do experimento anterior. As influências destas variáveis foram 

estudadas de acordo com um planejamento experimental 23 completo para Clonostachys 

rosea 24 e para Fusarium oxysporum LM5634 (Tabela 1) com o objetivo de identificar 

os fatores com influência estatística (p<0,05) (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 

1995).  

 
Tabela 1- Níveis utilizados para concentração do inóculo, pH e agitação no planejamento experimental 23 

para a produção de biossurfactante por Fusarium oxysporum LM5634 e Clonostachys rosea 24. 
Fatores                                    Níveis 

-1 0 1 

Inóculo (cél/mL) 2979 1000 17021 
pH                                  5 6 7 
Agitação (rpm) 50 75 100 
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Ensaios analíticos 

 
Índice de emulsificação E24 (%) 
  
 Em um tubo de ensaio com rosca (16 cm x 150 mm) foi adicionado o 

hidrocarboneto Tolueno (Toluol puro – SYNTH®) e a mesma quantidade de caldo livre 

de célula na proporção 1:1 (v/v). Inicialmente foi medida a altura total das fases imiscíveis 

com auxílio de régua milimétrica. Em seguida a solução foi homogeneizada em agitador 

de soluções tipo vórtex (Phoenix® - AP 56) por 2 min e o tubo foi mantido em repouso 

por 24h. Após esse tempo, foi medida apenas a altura da emulsão formada (COOPER; 

GOLDENBERG, 1987). O índice foi calculado pela seguinte equação: 

 
E24 = (Altura da emulsão/Altura total) x 100 

 
 
Tensão superficial 
  
 A tensão superficial foi medida com um tensiômetro (K20, Krüss®) a 20 °C pelo 

método de Du Nöuy usando anel de platina. Para esse teste foi utilizado água ultrapura 

tipo I (Água Milli-Q®) como padrão para calibrar o equipamento. Foram utilizados os 

caldos livres de células no volume de 20 mL obtidos por meio da centrifugação para a 

determinação da tensão superficial (JAQUICHE-MATSUURA, 2014). 

 
Produção de biomassa (g/L) 
 
 O valor do crescimento micelial foi monitorado a cada 72 horas, durante 21 dias 

conforme descrito no item cinética. Para estimar a biomassa utilizou-se a técnica de peso 

seco. A massa micelial foi filtrada em papel filtro quantitativo 12,5 cm Ø com poros de 

28 µm (Quanty®) previamente secado e anotado o peso inicial, em seguida ambos foram 

secados na estufa a 100 ºC por 24 h, sendo a biomassa estabelecida pela diferença do peso 

final (f) pelo peso inicial (i) (MINAMI, 2002). 

 
Biomassa= peso (f) – peso (i) 
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Teste de dispersão do óleo 
 
 O teste foi adaptado para uma análise qualitativa de dispersão de óleo em uma 

interface óleo-água. Para este ensaio foi adicionado 50 mL de água destilada em uma 

placa de Petri com diâmetro de 15 cm. Em seguida foi incorporado 40 μL de óleo de 

motor usado na superfície da água e posteriormente foi adicionado 40 μL do caldo 

metabólico livre de células sobre a camada de óleo. Os resultados foram considerados 

positivos quando o biossurfactante ao entrar em contato com óleo foi disperso formando 

um halo claro. Para o controle positivo utilizou-se dodecilsulfato de sódio (SDS 1%) e 

para controle negativo utilizou-se água destilada (ELAZZAZY; ABDELMONEIM; 

ALMAGHRABI, 2015). 

 

Análise estatística 

  
 Os experimentos foram realizados em triplicata e calculada a média e desvio 

padrão. Quando necessário realizou-se ensaios de análise de variância e teste t de Student 

para determinar a diferença estatística entre os experimentos. Especificamente os 

experimentos de planejamento fatorial foram desenvolvidos utilizando o programa 

STAGRAPHICS Centurion® e analisados com auxílio dos softwares STATGRAPHICS 

versão 6.0 e também no STATISTICA versão 5.0. 

 

RESULTADOS  

 

Isolamento e produção de biossurfactante por fungos isolados da serapilheira e do 

solo 

 As amostras de solo e serapilheira da reserva biológica de Campina foram 

utilizadas para isolar fungos produtores de biossurfactantes. Com base nas diferenças 

morfológica das colônias, 154 isolados fúngicos foram obtidos. Os isolados foram 

submetidos à identificação micromorfológica sendo observados diversos gêneros como 

Aspergillus, Clonostachys, Trichoderma, Paecilomyces, Penicillium e Acremonium. 

Todos pertencentes ao filo Ascomycota. Entretanto, os fungos que não puderam ser 

identificados devido a não produzirem corpos de frutificação foram classificados como 

Mycelia sterilia (Tabela 2). 
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Tabela 2 – Isolados e gêneros fúngicos de solo e serapilheira para bioprospecção da produção de 
biossurfactantes. 
Local do 
isolamento 

UFC/g Número de 
isolados totais 

Gênero dos isolados Número de isolados 
por gênero (%) 

Serapilheira 1,4 x 104 ± 1x104 54 

Penicillium  
Paecilomyces  
Trichoderma  
Aspergillus  
Acremonium  
Mycelia sterilia 

1 (1,85 %) 
1 (1,85 %) 
4 (7,41 %) 
9 (16,67 %)  
14 (25,93 %) 
29 (46,2 %) 

Solo 6,0x103 ± 0,1x103 100 

Clonostachys  
Trichoderma 
Aspergillus   
Demáceo  
Penicillium  
Mycelia sterilia  

1 (1 %) 
1 (1 %) 
3 (3%) 
3 (3%) 
5 (5%) 
87 (87%) 

 
 Para a investigação primária da produção de biossurfactantes, os fungos 

filamentosos isolados de amostras de solo e serapilheira foram submetidos ao bioprocesso 

e quantificação de E24 (%). Inicialmente, dos 154 fungos testados, 126 foram capazes de 

produzir biossurfactante, sendo distribuídos em categorias, onde aqueles produtores 

acima de 50 % são considerados bons produtores. (Figura 1).  

 

 
Figura 1 – Índice de emulsificação E24 (%) dos caldos fermentados dos 154 fungos filamentosos isolados 
de solo e de serapilheira isolados de solo amazônico. 
 
  Dentre estes, trinta e cinco fungos apresentaram E24 (%) acima de 50, foram 

selecionados e submetidos a uma triagem secundária, com outros testes de detecção da 

produção de biossurfactantes, como a redução da tensão superficial e o teste de dispersão 
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de óleo (Tabela 3). O isolado Clonostachys 24 e o F. oxysporum LM 5634, apresentaram 

índice de emulsificação de 58%, atividade positiva de dispersão de óleo e redução da 

tensão superficial do meio de cultivo de 36 para 29 ± 2,4 mN/m (Clonostachys 24) e para 

29 ± 0,08 mN/m (F. oxysporum LM5634), o que representa uma redução de tensão 

superficial de aproximadamente 19,4 % após 7 dias de cultivo. Assim, os dois fungos 

Clonostachys 24 e F. oxysporum LM5634 foram selecionados para as demais etapas do 

estudo.  

 
Tabela 3 – Seleção de fungos isolados de solo e serapilheira para produção de biossurfactantes com base 
no índice de emulsificação, teste de espalhamento de óleo e tensão superficial. 
Local do 
isolamento Fungo E24 (%) TDO TS (mN/m) 

Solo Clonostachys 24 58 ± 3,2 + 29 ± 2,4 
Solo Fusarium oxysporum LM 5634 58 ± 3,0 + 29 ± 0,08 
Serapilheira Mycelia sterilia 6 54± 2,3 + 30 ± 0,53 
Solo Mycelia sterilia 93 52± 1,0 - 33± 0,05 
Solo Aspergillus sp. 29 51± 8,5 - 36 ± 3,5 
Solo Mycelia sterilia 12 51± 2,2 + 27 ± 1,57 

TDO – Teste de dispersão de óleo 
TS – Tensão superficial do meio de cultivo: 36 mN/m 
 

Identificação taxonômica e molecular do melhor produtor 

 
 Para a identificação do novo isolado produtor de biossurfactante, foram analisadas 

as características macroscópicas e microscópicas. A cultura apresentou crescimento 

médio de 7 dias com colônia de 50 mm, de aspecto algodonoso com uma coloração rose 

gold. Na microscopia apresentou hifas hialinas septadas como formação de conidióforos 

com uma massa de conídios dispostos na parte superior. Os conídios possuíam tamanho 

variável com formato ovoide. A partir das análises, o fungo 24, foi previamente 

identificado como Clonostachys sp. Associação entre a macromorfologia, 

micromorfologia e das informações do sequenciamento da região ITS1-4, 2S-ITS2 

Clonostachys rosea (sin. Gliocadium rosea) (Figura 2), o isolado apresentou índice de 

similaridade de 100% com o acesso MT447494.1 (Clonostachys rosea GFRS26) do 

NCBI. 
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Figura 2 – Imagens relacionadas a identificação taxonômica do isolado de solo amazônico. Clonostachys 
24. A. Detalhe da colônia no ABD na placa de Petri. B. Cultura em ABD em tubo de ensaio. C. Conídios. 
D-E. Conídios, conidióforos e hifas F. Árvore filogenética construída em MEGA por análise de Máxima-
verossimilhança com base em um alinhamento de dados de sequência ITS1-5.8S-rDNA ITS2 para mostrar 
a relação do isolado estudado. 
 

Cinética dos melhores produtores de biossurfactantes 

   
 F. oxysporum LM5634 e C. rosea 24 destacaram-se na produção de 

biossurfactantes a partir de 72h de cultivo. Observa-se para esses dois fungos redução da 

tensão superficial e aumento do E24 (%) no início da fase exponencial. Na fase 

estacionária de crescimento, as propriedades tensoativas e emulsificantes dos 

biossurfactantes produzidos podem ser observadas (Figura 3). 
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Figura 3- Cinética da produção de biossurfactantes pelo fungo C. rosea 24 (A) e F. oxysporum LM5634 
(B), durante 15 dias, sendo avaliados os parâmetros cinéticos (Biomassa-g/L, E24 (%) e tensão superficial 
(TS)-mN/m). 
 

Efeitos das fontes de carbono e nitrogênio na produção de biossurfactante  

 
 Fontes de carbono e nitrogênio foram avaliadas quanto a influência na produção 

de biossurfactante pelos fungos F. oxysporum LM5634 e C. rosea 24 por meio de um 

experimento univariado. Observou-se que para todas as fontes de carbono, bem como no 

experimento sem adição de fonte de carbono, os valores E24 (%) foram estatisticamente 

semelhantes (> 50%) para F. oxysporum LM 5634 e C. rosea 24 (Figura 4A e 4B). Com 

relação às fontes de nitrogênio para, F. oxysporum LM5634, o efeito do extrato de 

levedura foi estatisticamente o mesmo ao da peptona de soja e peptona de carne 

promovendo os maiores índice emulsificação >50% (Figura 5A). Para o fungo C. rosea 
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24 o extrato de levedura foi estatisticamente igual ao malte, favorecendo a maior 

produção de biossurfactante para este fungo (Figura 5B). 

   
 

 

 
Figura 4- Influência das fontes de carbono na produção de biossurfactantes pelos fungos (A) F. oxysporum 
LM5634 e (B) C. rosea 24. Letras iguais não existe diferença estatística entre as médias pelo teste t de 
Student p<0,05. 
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Figura 5 - Influência das fontes de nitrogênio na produção de biossurfactantes pelos fungos (A) F. 
oxysporum LM5634 e (B) C. rosea 24. Letras iguais não existe diferença estatística entre as médias pelo 
teste t de Student p<0,05. 
 
 

Planejamento fatorial 23 completo para as condições de produção de biossurfactante 

 
 Foi investigada a influência de três fatores independentes (pH, inóculo e agitação 

sobre o índice de emulsificação do biossurfactante produzido por F. oxysporum LM 5634 

e C. rosea 24, por meio do planejamento fatorial 23 sendo 8 pontos fatoriais e 3 repetições 

no ponto central, totalizando 11 experimentos. A matriz de experimentos e os resultados 
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da variável de resposta E24 (%) são apresentados na Tabela 4.  Para F. oxysporum LM 

5634 a resposta de variação foi de 38,2 a 57% e para C. rosea 24 houve variação de 0 a 

58,8%, o que demonstra que a variação dos fatores apresenta influência significativa 

sobre a variável de resposta.  

 
Tabela 4 – Matriz do planejamento fatorial experimental 23 e resposta do índice de emulsificação do caldo 
fermentado por F. oxysporum LM 5634 e C. rosea 24. 

    F. oxysporum 
LM5634 C. rosea 24 

Ensaio pH Inóculo 
(cél/mL) 

Agitação 
(rpm) E24 (%) 

1 6,0 10000 75 50,8 57,1 
2 7,0 17021 100 55,6 56,6 
3 7,0 17021 50 44,4 46,6 
4 5,0 2979 50 38,2 0 
5 7,0 2979 50 43,3 47,7 
6 6,0 10000 75 55,2 58,8 
7 6,0 10000 75 54 58,7 
8 5,0 17021 50 48,9 0 
9 5,0 2979 100 57,5 42 
10 7,0 2979 100 56,3 51,6 
11 5,0 17021 100 56,3 56,6 

 
 
 Os efeitos dos fatores pH, agitação e inóculo foram calculados. A Figura 6 

apresenta o teste de Pareto para a avaliação do valor estatístico dos efeitos frente ao erro 

padrão. Somente o fator agitação teve efeito na produção de E24 (%) de F. oxysporum 

LM5634. Todos os fatores, exceto AB, foram fatores com valor significantes na produção 

de E24 (%) para C. rosea 24. 

 
 

 
A 

Estimativa de efeito 
padronizado 
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Figure 6 – Gráfico de Pareto de efeitos padronizados para agitação, pH e concentração de inóculo usando 
o índice de emulsificação como variável de resposta para o cultivo de (A) F. oxysporum LM5634 e (B) C. 
rosea 24. O ponto em que as estimativas de efeito foram estatisticamente significativas (p <0,05) é indicado 
pela linha vertical. 
 
 Os efeitos principais dos fatores pH, inóculo e agitação sobre a variável de 

resposta índice de emulsificação calculados a partir dos dados da Tabela 4 estão 

representados graficamente na Figura 7A para F. oxysporum LM5634 e 7B para C. rosea 

24.  
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Figura 7 - Efeitos principais dos fatores pH, concentração de inóculo e agitação sobre a variável de 
resposta índice de emulsificação (E24 (%)) para o cultivo de (A) F. oxysporum LM5634 e (B) C. rosea 24. 
 
 Utilizando os fatores que foram significativos sobre os valores E24 (%) de C. rosea 

24 foi elaborado um modelo matemático (Equação 1). Para validar esse modelo fizemos 

uma análise de ANOVA. Entretanto, somente o fator agitação teve efeito significativo 

para o fungo F. oxysporum LM 5634 não sendo possível desenvolvimento de modelo 

matemático para esse isolado. 

  
E24 (%) = -259,68 + 44,75*pH - 0,000776243*Inóculo + 2,95609*Agitação - 0,4235*pH*Agitação + 
0,0000147415*Inóculo*Agitação (Equação 1) 
 
  A análise de variância ANOVA (Tabela 5) foi realizada para validação do modelo 

matemático de C. rosea 24 (Equação 1). O modelo apresentou regressão significativa de 

80, 54 %.  

 
Tabela 5 – Modelo de análise de variância (ANOVA) que melhor se ajusta aos dados experimentais com 
nível de confiança de 95% para os ensaios com C. rosea 24. 
 

Fatores Soma dos quadrados GL Média da soma dos 
quadrados F-valor P-valor 

A: pH 1349,4 1 1349,4 1482,86 0,0007 
B: inóculo 42,7813 1 42,7813 42,01 0,0206 
C: agitação 1582,03 1 1582,03 1738,50 0,0006 
AC 896,761 1 896,761 985,45 0,0010 
BC 53,5613 1 53,5613 58,86 0,0166 
Falta de ajuste 945,851 3 315,284 346,47 0,0029 
Erro puro 1,82 2 0,91   
Total 4872,21 10    

R2 = 80,5495 % 
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 Para representar a resposta estimada (E24) as superfícies foram preparadas (Figura 

8) com base nos dados gerados pelo modelo. As superfícies construídas com base nas 

respostas do modelo mostraram que as melhores condições de cultivo para a produção de 

biossurfactante foram as seguintes: pH 7; inóculo,1x104 e agitação de 100 rpm.  

 

 
 
 

 
 
Figura 8 - Superfície de resposta para produção de biossurfactante (E24 %) por C. rosea 24, para os 
fatores pH, concentração de inóculo e agitação. 
 

DISCUSSÃO  

 
 Foram descritos os resultados da produção de biossurfactante por F. oxysporum 

LM5634 e C. rosea 24 isolados de solo e serapilheira. Cinco fungos do solo e 1 da 

serapilheira obtiveram E24 (%) >50 %, atividade tensoativa na dispersão de óleo e redução 

da tensão superficial, indicando que os microrganismos podem ser considerados bons 
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produtores de biossurfactante. O presente trabalho foi o primeiro a selecionar fungos 

isolados de solo e serapilheira de um ambiente de campina amazônico que foram capazes 

de produzir biossurfactantes com potencial em aplicação industrial.  

 No presente trabalho o solo apresentou 1,4 x 104 UFC/g e serapilheira 6x103 

UFC/g fungos isolados. Resultado similar foi relatado por Ismael e Ramadan (2011) que 

isolaram fungos de serapilheira em diversas estações, especificamente entre os isolados 

as maiores taxas foram de 5 a 56 x 103 UFC/mg. Por outro lado, maiores valores de UFC 

no solo e serapilheira foram observadas em um estudo de comparação de área impactadas 

e não impactadas, sendo 90 x 103 para solo e 54 x 103 para serapilheira (FRAGA; 

PEREIRA, 2012). De acordo com o estudo de Voriskova e Baldrian (2013) ocorre uma 

sucessão de fungos durante a decomposição da serapilheira provavelmente ocasionada 

pelas mudanças de disponibilidade de nutrientes como os polissacarídeos, ligninas e 

nitrogênio, além de mudança nas interações fúngicas inespecíficas, o que corrobora com 

as variações de UFC relatada nesse estudo quando comparada a literatura.  

 Neste estudo, os fungos isolados foram do gênero Aspergillus, Clonostachys, 

Trichoderma, Paecilomyces, Penicillium e Acremonium e os demais isolados foram 

categorizados como Mycelia sterilia, ou seja, sem estruturas reprodutivas assexuadas. 

Gêneros similares, como Aspergillus, Fusarium, Trichoderma e Penicillium foram 

isolados de serapilheira. Sabe-se que esses gêneros tem participação significativa na 

decomposição de matéria orgânica, principalmente devido a sua capacidade de produzir 

substâncias com propriedades bioativas nessa camada do solo (LAKSHMI SRI; 

NARASIMHA, 2012; PEDNEKAR et al., 2016; PINOTTI et al., 2011). Isolamento 

similar foi realizado por Fraga et al., (2021) que isolaram 87 fungos, dentre esses somente 

22 fungos foram identificados conforme os principais gêneros relatados no presente 

estudo. Os fungos isolados de solo e serapilheira podem ser considerados fungos 

promotores de crescimento ou antagonistas a fungos fitopatogênicos, como os gêneros 

Clonostachys e Trichoderma (PINOTTI et al., 2011), especificamente, Clonostachys é 

um agente de biocontrole contra patógenos de plantas, atuando contra parasitas e podem 

induzir a resistência das plantas aos fitopatógenos (DE ANDRADE CARVALHO et al., 

2018). 

 Para a seleção de fungos produtores de biossurfactante, foram utilizados os 

parâmetros índice de emulsificação, tensão superficial e teste de dispersão de óleo. Dentre 

os isolados, 6 fungos apresentaram E24 (%) acima de 50% e também possuíam 

propriedades tensoativas. C. rosea 24 e F. oxysporum LM 5634 apresentaram capacidade 
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emulsificante e tensoativa mais promissora. Sena et al., (2018) investigaram a produção 

de biossurfactantes por fungos isolados do solo amazônico e, entre os fungos obtidos, os 

gêneros que apresentaram alta capacidade de emulsificar o tolueno foram Penicillium, 

Trichoderma e Fusarium. O gênero de fungo Fusarium está bem estabelecido como 

produtor de biossurfactante (BHARDWAJ; CAMEOTRA; CHOPRA, 2015; QAZI et al., 

2013; REIS et al., 2018; SANCHES et al., 2018; SANTHAPPAN; PANDIAN, 2017), 

por outro lado, observa-se no presente estudo o primeiro relato de biossurfactante 

produzido pelo fungo filamentoso C. rosea.  

 A produção de biossurfactante começou na fase estacionária inicial (3 dias) de 

crescimento celular e atingiu níveis máximos aos 15 dias de cultivo. Cinética semelhante 

de produção de biossurfactante por Fusarium BS-8 foi de 63% de índice de emulsificação 

(QAZI et al., 2013). A secreção de biossurfactante na fase estacionária tardia é 

característica dos fungos (PARASZKIEWICZ; KANWAL; DŁUGÓNSKI, 2002). 

Segundo Kiran et al. (2009) a produção de biossurfactante atinge um pico no final da fase 

exponencial e continua na fase estacionária, característica observada na produção de 

biossurfactante por Aspergillus ustus MSF3. Porém, é interessante produzir o composto 

em menos tempo, a fim de favorecer a competição com os biossurfactantes produzidos 

por leveduras e bactérias, que tem um tempo de produção mais rápido (AMARAL et al., 

2008).  

 Em nosso estudo, as fontes de carbono foram estatisticamente semelhantes na 

influência da produção de biossurfactante demonstrando a versatilidade do fungo no uso 

de diferentes fontes de carbono de diferentes açúcares assim como na ausência da fonte 

de óleo. Segundo Silva et al., (2018) e Bhardwaj et al., (2013) a principal fonte de síntese 

do biossurfactante é o carboidrato no meio de cultura que atua na formação da porção 

hidrofílica e a porção lipídica. Vários estudos têm investigado a melhor fonte de carbono 

para a produção de biossurfactante obtido a partir de óleo vegetal, hidrocarbonetos e 

resíduos agroindustriais (BHARDWAJ; CAMEOTRA; CHOPRA, 2015; SANCHES et 

al., 2018; SENA et al., 2018). Extrato de levedura e peptona foram as melhores fontes de 

nitrogênio para F.oxysporum LM5634 e C. rosea 24, respectivamente. Estudo semelhante 

mostrou que Penicillium produziu biossurfactante quando foi usado extrato de levedura 

na composição do meio do cultura, mas não foi capaz de produzir na presença de 

nitrogênio inorgânico (SENA et al., 2018). 

 Os resultados deste estudo demonstram que entre os fatores estudados (pH, 

inóculo e agitação) a agitação teve efeito significativo na variável de resposta (índice de 
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emulsificação) do biossurfactante tanto para F. oxysporum LM5634 quanto para C. rosea 

24. O modelo matemático validado demonstrou que um E24 de 60 % poderia ser obtido 

utilizando pH 6,0; concentração de inóculo 1x104 e agitação de 100 rpm do bioprocesso. 

A produção máxima de biossurfactante ocorreu em condições ideais para crescimento de 

produção de biossurfactante por fungos, sendo a agitação um fator significativo no estudo. 

A agitação afetou a redução da tensão superficial do biossurfactante produzido pelo 

Fusarium fujikuroi UFSM-BAS-01 (REIS et al., 2018). Isso provavelmente ocorreu 

porque a agitação é necessária para fornecer quantidades de oxigênio aos fungos. O 

aumento da velocidade de agitação influencia outros bioprocessos, tais como na produção 

de enzimas e outros metabólitos fúngicos (BAKRI; MEKAEEL; KOREIH, 2011). 

 Na literatura são descritos biossurfactantes produzidos pelo gênero Fusarium, 

como  α,β-trehalose por Fusarium fujikuroi (REIS et al., 2018), lipopeptideo por 

Fusarium BS-8(QAZI et al., 2013), enamida por Fusarium proliferatum  (BHARDWAJ; 

CAMEOTRA; CHOPRA, 2015) e ácidos graxos por Fusarium oxysporum 

(SANTHAPPAN; PANDIAN, 2017). Porém, ainda não se tem relato de classes de 

biossurfactantes produzidos por C. rosea.  

 Este estudo abordou especificamente os parâmetros da produção de 

biossurfactantes apenas por um novo isolado de solo juntamente com um fungo 

previamente descrito como produtor de biossurfactante. Entretanto, a possível 

potencialidade de outros isolados foi inexplorada, incluindo alguns fungos com altos 

níveis de emulsificação na seleção primária, que poderiam ser melhorados após possíveis 

tratamentos de condições de cultivo, assim como estudos comparativos entre as duas 

camadas de coleta (solo e serapilheira). Portanto, os resultados obtidos são promissores e 

demonstram que outras abordagens biotecnológicas podem ser utilizadas para melhorar a 

produção de biossurfactantes pelos fungos estudados.   

 O presente estudo investigou potencialidade do biossurfactante produzido por F.  

oxysporum LM5634 e C. rosea 24 isolados de solo de campina da região amazônica do 

Brasil. O estudo descreveu uma abordagem simples e fácil de realizar para a triagem do 

biossurfactante que não requer nutrientes mais caros para a produção sendo utilizado 

metodologias de quantificação direta do caldo filtrado da cultura para atividade de 

emulsificação e tensoativas.  
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CONCLUSÃO 

 
• O solo de campina amazônico abriga potenciais fungos produtores de 

biossurfactantes, entre estes uma nova espécie C. rosea produtora de 

biossurfactante. 

• C.  rosea 24 e F. oxysporum LM5634 apresentam atividade emulsificante e 

tensoativa, possuindo capacidade de produzir a substância ainda na fase 

exponencial de crescimento. 

• Os fungos estudados possuem versatilidade no uso de fontes de carbono e 

nitrogênio para a produção de biossurfactante.  

• A agitação é um fator significativo na produção de biossurfactante. 
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INTRODUÇÃO 

 
Biossurfactantes são compostos de estrutura anfifílica com porções polares e não 

polares, produzidos por micro-organismos ou presentes em plantas e animais 

(NITSCHKE; PASTORE, 2002). Nos últimos anos o aumento de pesquisas associadas a 

esse composto biossurfactante se deve a possibilidade de substituição dos surfactantes 

sintéticos, pois estes são derivados do petróleo e apresentam desvantagens como baixa 

degradabilidade e citoxicidade (LÉMERY et al., 2015). Somado a essas características, o 

biossurfactantes podem ser aplicados em diversos setores que envolvem processos de 

emulsificação, detergência, umectação, lubrificação, dispersão, assim como em 

aplicações mais específicas como no setor cosmético e biomédico (SAHA; RAO, 2017; 

SANTOS et al., 2016). 

Estudos com micro-organismos como bactérias, leveduras e fungos filamentosos 

têm sido investigados como produtores de biossurfactantes com potencial para aplicação 

industrial. Especificamente, os fungos filamentosos destacam-se com produtores de 

metabólitos secundários, pela capacidade de crescer em substratos e fácil manutenção no 

bioprocesso (SILVA et al., 2018). 

As moléculas de biossurfactantes produzidas por micro-organismo são mais 

complexas que a dos surfactantes sintéticos, pois possuem combinações de diferentes 

estruturas como proteínas, glicolipídeos, ácidos graxos, fosfolipídios, entre outras 
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(SANTHAPPAN; PANDIAN, 2017). Estratégias de precipitação, purificação e 

caracterização têm sido investigadas para se determinar os tipos de biossurfactantes 

produzidos por fungos (BHARDWAJ, 2013; SATPUTE et al., 2010).  

Biossurfactantes produzidos pelo gênero Fusarium foram descritos das classes dos 

trealolipideos (a, b trealose) (REIS et al., 2018), lipopetideo (QAZI et al., 2014), ácidos 

graxos (SANTHAPPAN; PANDIAN, 2017) e enamida ((BHARDWAJ; CAMEOTRA; 

CHOPRA, 2015). Entretanto, ainda não se tem relado de biossurfactantes identificados 

para Clonostachys rosea.  

Diante do exposto, foi avaliado o estudo de precipitação e caracterização estrutural 

envolvendo técnicas de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas e 

análise de infravermelho para os biossurfactantes produzidos por Fusarium oxysporum 

LM5634 e Clonostachys rosea 24. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Micro-organismos 

 
 O fungo Fusarium oxysporum LM5634 foi utilizado no presente estudo 

concomitantemente ao isolado Clonostachys rosea 24 isolados de solo da floresta 

amazônica. Esses isolados pertencem à coleção de micro-organismos de interesse médico 

do Instituto Nacional em Pesquisas na Amazônia – INPA e já haviam sido testados quanto 

a produção de biossurfactantes (Sanches et al, 2021). Os fungos foram mantidos em 

cultura no meio ágar batata dextrose (ABD).  

 

Produção de biossurfactante 

 
A produção do biossurfactante foi realizada utilizando o meio previamente 

descrito por Sena et al. (2018). O meio de produção tinha 10 g/L de extrato de levedura 

(Kasvi®) e 40 g/L de óleo de soja (Soya®). O bioprocesso foi realizado durante 3 dias 

em agitação orbital a 100 rpm à temperatura ambiente. Após o bioprocesso, o caldo foi 

previamente filtrado com papel filtro N° 1 (Quanty®) e o sobrenadante livre de células 

foi centrifugado a 5000 rpm por 10 min. O caldo obtido foi utilizado nas etapas 

posteriores.  
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Índice de emulsificação (E24%) 
 

 A atividade emulsificante foi mensurada pelo cálculo do índice de emulsificação 

(COOPER; GOLDENBERG, 1987). O hidrocarboneto Tolueno (Toluol puro – 

SYNTH®) foi adicionado ao caldo livre de célula (1:1 v/v) em um tubo de rosca (16 cm 

x150 mm) onde foi medida inicialmente a altura total das fases imiscíveis, seguida pela 

agitação em agitador de tubo tipo vórtex (Phoenix® - AP 56) por 2 min, e posteriormente 

mantida em repouso por 24 h. Após esse tempo, foi medido apenas a altura da emulsão 

formada. O índice foi calculado pela seguinte equação: 

E24 = (altura da emulsão/altura total) x 100 

 

Avaliação do rendimento do biossurfactante a partir de dois métodos de extração 

 
Após detectar a produção de biossurfactantes pelos fungos por meio do índice de 

emulsificação, dois métodos de extração foram testados para extrair o biossurfactante do 

caldo livre de células após os cultivos: (1) precipitação ácida com ácido clorídrico (HCl) 

e (2) extração com etanol a baixa temperatura (-4 °C) 98,8%. 

Para extração ácida, o pH do sobrenadante remanescente foi ajustado para pH 2,0 

com HCl 1 N para precipitar o biossurfactante. O sobrenadante acidificado foi mantido a 

4 °C por 12 h. O caldo acidificado foi centrifugado a 5500 rpm por 20 minutos para a 

recuperação do biossurfactante precipitado (ANTUNES et al. 2010). 

Para a extração com etanol gelado, foi utilizada a proporção 3:1 

(etanol:sobrenadante) o preparado foi deixado em repouso por 48h a 4 °C. Posteriormente 

o precipitado foi recolhido por centrifugação a 5500 rpm, por 20 min a -4 °C (SENA et 

al., 2018). 

O ensaio de precipitação com maior rendimento em g/L foi selecionado para as 

etapas posteriores, sendo o precipitado deixado em temperatura ambiente para evaporar 

o etanol, pesado e preparado para os testes de caracterização.  

Caracterização do biossurfactante bruto 

 
 As análises de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas e 

Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier foram realizadas no 
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laboratório da Central Analítica do Instituto de Química da Universidade de São Paulo 

(IQ-USP). 

 
Análise de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/MS) 
 

As amostras extraídas foram dissolvidas em água e metanol 1:1 para serem 

analisadas por CG/MS utilizando o equipamento QP2020-Shimadzu. Os parâmetros 

operacionais do equipamento foram estabelecidos para a identificação do biossurfactante 

em estudo sendo que para a cromatografia gasosa utilizou-se: coluna RTX 5MS 30 m x 

0,25 mm x 0,25 µm de diâmetro interno, temperatura inicial da coluna 50 °C, temperatura 

de injeção 280 °C, pressão 107.4 kpa, fluxo da coluna 1.82 mL/min, fluxo de purga 3.0 

mL/min e Split ratio 5.0. Os parâmetros operacionais para a espectrometria de massa 

foram: temperatura da fonte de íon 280 °C, temperatura da interface 280 °C e tempo de 

corte do solvente 2.50 min. Os dados foram tratados no software Labsolutions da 

Shimadzu e os espectros de massas produzidos foram comparados com os da biblioteca 

digital da NIST (National Institute of Standards and Technology) database versão 14 

(NIST 14). 

 

Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) 
  

As amostras foram maceradas junto com 30 mg de brometo de potássio (KBr) 

seco a 100 °C. Após ser maceradas em pistilo, foram colocadas em pastilhador de 32 mm 

e prensadas a 7 toneladas formando uma pastilha. A pastilha foi colocada em suporte 

próprio e inserida no equipamento de FTIR (Perkin Elmer-Frontier), sendo coletado o 

espectro em 32 scans na faixa de 4000 a 400 nm. A análise dos espectros de infravermelho 

(IV) foi realizada usando o software OPUS 3.1 (Bruker Optics). 

 

Análise estatística  

 
 Os experimentos foram realizados em triplicatas para cálculos de média e desvio 

padrão quando necessário. 
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RESULTADOS  

 

Rendimento da extração do biossurfactante a partir do caldo fúngico 

 
 Os precipitados obtidos apresentaram-se diferentes macroscopicamente, sendo o 

precipitado de F. oxysporum LM 5634 com uma coloração marrom escuro e o precipitado 

de C. rosea 24 uma coloração bege (Figura 1). O maior rendimento obtido foi com o 

biossurfactante produzido pelo fungo C. rosea 24 nos dois métodos de extração em 

comparação com o fungo F. oxysporum LM 5634 (Tabela 1). A propriedade tensoativa 

dos biossurfactantes recuperados foi avaliada pelo índice de emulsificação, obtendo-se 

E24 = 60% (precipitação ácida) e 30% (precipitação com etanol) para C. rosea 24 e E24 = 

56% (precipitação ácida) e 45% (precipitação com etanol) para F. oxysporum LM 5634 

(Figura 2). 

 
Figura 1 – Aspecto do biossurfactante após precipitação e maceração. A) Precipitado de F. oxysporum LM 
5634. B) Precipitado de C. rosea 24. C-Precipitado. D-Precipitado macerado. 
 
 
Tabela 1 Comparação do rendimento por dois métodos de extração de biossurfactante produzido por F.  
oxysporum LM5634 e C. rosea 24. 
 

 Rendimento (g/L)  

Fungo Precipitação 
ácida 

Precipitação 
alcoólica 

Fusarium oxysporum 
LM 5634 0,15 ± 0,01 0,28 ± 0,02 

Clonostachys rosea 24 0,5 ± 0,03 0,76 ± 0,04 
 

A 

B 

C 

D 
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Figura 2 – Emulsificação de hidrocarboneto (tolueno) a partir dos biossurfactantes produzidos pelos fungos 
F. oxysporum LM 5634 e C. rosea 24, após precipitação por acidificação e com etanol após 24 h. 
 
 
 
 

Caracterização de biossurfactantes por análise de FTIR e CG/MS 

  
Com a finalidade de identificar a composição, o precipitado foi submetido a 

ensaios de GC-MS e FTIR.  

Os diferentes compostos detectados através da análise de CG-MS para os 

precipitados obtidos com etanol com índice de similaridade > 93% estão apresentados na 

Tabela 2. Os cromatogramas estão disponíveis na Figura 3, onde o principal composto 

detectado por CG-MS no biossurfactante produzido por F. oxysporum LM5634 foi o cis-

ácido vacênico e para o biossurfactante precipitado obtido de C. rosea 24 foi o 2,2-

dimetoxibutano. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fusarium oxysporum LM5634 Clonostachys rosea 24 

Ácida Ácida Etanol Etanol 
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Tabela 2 Lista de componentes associados ao pico majoritário de massa 95 e massa 8 a partir da análise de 
CG/MS com índice de similaridade > 93 % dos biossurfactantes produzidos por F. oxysporum LM 5634 e 
C. rosea 24, respectivamente. 
 

F.
 o

xy
sp

or
um

 L
M

 5
63

4 
(T

em
po

 d
e 

Re
te

nç
ão

 5
1.

85
5)

 m
as

sa
 9

5  
 

Índice de 
Retenção (min) 

Nome do componente Fórmula molecular Estrutura química e massa molecular 

2175 cis-ácido vacênico C18H34O2 

282  
1976 9-ácido 

hexadecenoico 
C16H30O2 

254  
2374 11-ácido eicosenoico C20H38O2 

310  
2274 10-ácido 

nonadecenoico 
C19H36O2 

296  
2572 Ácido erúcido C22H42O2 

338  
     

C.
 ro

se
a 

24
 (T

em
po

 d
e 

re
te

nç
ão

 d
e 

2.
95

0)
 

m
as

sa
 8

 

685 2,2-dimetoxibutano C6H14O2 

118  
904 1,1-Dipropoxietano C8H18O2 

146  
1227 Dietilenoglicol C8H14O5 190
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Figura 3 – Picos principais detectados na cromatografia gasosa acoplada a espectrofotômetro de massas 
para os biossurfactantes produzidos por F. oxysporum LM5634 (A) e C. rosea 24 (B). 
 

A análise por FTIR do biossurfactante produzido por F. oxysporum LM 5634 

revelou que os estiramentos nos comprimentos de onda 3422 e 2931 cm−1 resultantes do 

modo de alongamento C – H, sugerem a presença de cadeia de ácido graxo. A presença 

de amida foi indicada pelo estiramento no comprimento de onda 1658 cm-1, enquanto 

polissacarídeos são indicados pelo estiramento no comprimento de onda 1054 cm− 1 

(Figura 4A). A presença de ligações C-H e OH foi indicada pelos estiramentos de 

comprimento de onda 2930 e 3411 cm−1, respectivamente, no espectro do biossurfactante 

de C. rosea 24. Bandas em 1655 e 1541 cm−1 correspondendo a C = O de amida e grupos 

carboxilatos podem ser observados. Bandas características de polissacarídeos foram 

observadas em 1054 cm−1 (Figura 4B). A partir dessa análise verificam-se comprimentos 

A 

B 
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de ondas que se inferem com biossurfactantes poliméricos do tipo carboidrato-proteína-

lipídio. 

 

 

 
 
 

 
   
 Figura 4 – Espectro FTIR de biossurfactante produzido pelos fungos F. oxysporum LM 5634 (A) 
e C. rosea 24 (B). 
 

DISCUSSÃO  

 
 Neste estudo foi abordado a caracterização dos biossurfactantes produzidos por F. 

oxysporum LM 5634 e C. rosea 24 em relação a caracterização química da molécula. Para 

isso, foi realizado inicialmente um estudo de comparação de métodos de recuperação do 

biossurfactante por precipitação ácida e alcoólica.  

A precipitação por etanol 98% gelado teve um maior rendimento para os dois fungos 

estudados, no entanto observou-se um maior índice de emulsificação com a precipitação 

A 

B 
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ácida. Nos estudos de recuperação de biossurfactantes é frequente o uso de sistema de 

solventes, como clorofórmio:metanol e precipitação ácida, porém deve-se considerar que 

cada tipo de técnica pode favorecer a precipitação de um determinado tipo de 

biossurfactante produzido. Ainda assim, esse processo de downstream é responsável por 

aproximadamente 60% do custo total de produção (HELMY et al., 2011; MUKHERJEE; 

DAS; SEN, 2006; SANTOS et al., 2016). 

O espectro FTIR do biossurfactante revelou bandas importantes nos 

comprimentos de onda 3422, 1658, e 1054 cm−1 para o de F. oxysporum LM5634 e 

comprimentos de onda 3411, 1655, 1054 cm-1 para o de C. rosea 24. Essas bandas de 

absorção indicam a presença de ácidos graxos, proteínas e polissacarídeos. Os espectros 

de FTIR de biossurfactante produzido por Fusarium oxysporum descrito por Santhappan 

e Pandian (2017) indicaram a presença de grupos funcionais -COO e CH2, esses grupos 

podem ser integrante de ácidos orgânicos ou ésteres presentes no biossurfactante 

produzido por essa espécie. O espectro de FTIR do biossurfactante de F. oxysporum LM 

5634 é comparável ao obtido para o biossurfactante produzido por Fusarium sp. BS-8 

com uma banda ampla na faixa de comprimento de onda 3200 cm-1 e bandas agudas na 

faixa de comprimento de onda 1100–1040 cm-1, indicando a presença de grupo amina em 

frações contendo peptídeos (QAZI et al., 2014). A presença de grupo funcional na região 

espectral de 3409 cm-1 (grupo N-H) e banda em 3077 cm-1 correspondente à presença do 

grupo C-H foi relatada por Bhardwaj et al., (2015) no biossurfactante enamida produzido 

por Fusarium proliferatum. Os principais biossurfactantes produzidos pelo gênero 

Fusarium descritos na literatura são de baixo peso molecular (Quadro 1). 
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Quadro 1 – Principais tipos de biossurfactantes caracterizados produzidos pelo gênero Fusarium  
Gênero 
Fusarium  

Tipo de 
biossurfactante 

Estrutura química/Composição química Autor 

Fusarium 
oxysporum 

Ácido graxo 

 

(SANTHAPPAN; 
PANDIAN, 
2017) 

Fusarium 
proliferatum 

Enamida  

 

(BHARDWAJ; 
CAMEOTRA; 
CHOPRA, 2015) 

Fusarium 
fujikuroi 

trealolipídeo  

 

(REIS et al., 
2018) 

Fusarium 
BS-8 

Lipopeptídeo  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(QAZI et al., 
2014) 
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A partir da CG-MS, os compostos identificados foram principalmente ácidos 

graxos, como ácido cis-vacênico e ácido palmítico no biossurfactante produzido por F. 

oxysporum LM5634. Outros compostos contendo nitrogênio, compostos aromáticos, 

bromoalcanos, alcenos e ácidos carboxílicos também corroboram com os espectros de 

infravermelho obtidos. Componentes semelhantes foram evidenciados na análise por CG-

MS para o biossurfactante produzido por Fusarium oxysporum (SANTHAPPAN; 

PANDIAN, 2017). De acordo com o estudo os principais componentes presentes foram 

ésteres dos ácidos heptacosanoico e hexadecanoico com massas moleculares de 284 e 

438, sendo portanto, identificados como ésteres metílicos de ácido 25-

metiheptacosanoico e ácido 9-metilhexadenoico (SANTHAPPAN; PANDIAN, 2017). 

Outro estudo descreveu a presença do composto lipofílico 9-octadecenamida a partir da 

análise por CG-MS de extratos metanólicos produzidos por Fusarium fujikuroi (REIS et 

al., 2018). Compostos semelhantes foram descritos para o biossurfactante de 

Trichoderma sp. MK116252 depois de ser analisado por CG-MS, sendo a maioria dos 

compostos do tipo ácidos graxos, como ácido hexadecenoico, éster metílico e ácido 9-

hexadecenoico (MATUSSIN; SHIVANAND; LIM, 2020). Nas análises de CG-MS do 

biossurfactante de C. rosea 24 foram identificados poucos compostos que correspondam 

as bandas observadas no espectro de FTIR, no entanto, análises adicionais são necessárias 

para confirmar mais detalhes sobre a estrutura do biossurfactante. 

Nesse estudo, não foi realizada a etapa de purificação da substância, sendo um 

fator limitante das análises de caracterização. Essa etapa poderia conduzir de forma mais 

precisa a elucidação da molécula do biossurfactante. Ainda, poderia ser realizado análises 

de ressonância magnética nuclear (RMN) e cromatografia líquida com espectrômetro de 

massa (LC-MS). 

De acordo com as análises e comparação, infere-se a presença de ácidos graxos 

na composição do biossurfactante produzido por F. oxysporum LM 5634, porém foram 

detectados grupamentos correspondentes a proteínas e carboidratos, inferindo que podem 

estar associados na composição da molécula.  
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CONCLUSÃO 

 
• A precipitação com etanol fornece o maior rendimento de biossurfactante 

produzido por F. oxysporum LM5634 e C. rosea 24. 

• O principal composto detectado por CG-MS no biossurfactante produzidos por F. 

oxysporum LM5634 foi o cis-ácido vacênico e no biossurfactante produzido por 

C. rosea 24 foi o 2,2-dimetoxibutano. 

• Na análise de FTIR foram observadas bandas correspondentes às moléculas de 

ácidos graxos, proteínas e polissacarídeos nos biossurfactantes produzidos por F. 

oxysporum LM5634 e C. rosea 24. 
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INTRODUÇÃO 

 
Biossurfactantes são moléculas capazes de interagir nas interfaces ar/água e 

formar micelas água/óleo, assim reduzindo a tensão superficial e formação de emulsão, 

respectivamente (NITSCHKE; PASTORE, 2002) O aumento das pesquisas nos últimos 

anos por essa substância foi em razão da substituição dos surfactantes sintéticos, pois são 

derivados do petróleo e apresentam desvantagens como baixa degradabilidade e 

citotoxicidade (LÉMERY et al., 2015). 

 Micro-organismos como bactérias leveduras e fungos filamentosos têm sido 

investigados como produtores de biossurfactantes de potencial para aplicação industrial 

(MARCHANT; BANAT, 2012; RON; ROSENBERG, 2001). Especificamente, os 

fungos filamentosos destacam-se com produtores de metabólitos secundários, capacidade 

de crescer em substratos e fácil manutenção no bioprocesso (SILVA et al., 2018). 

 As indústrias que mais utilizam surfactantes são as de petróleo, produtos de 

limpeza, higiene corporal e cosmética (SANTOS et al., 2016). Essas possuem interesse 

em substituir seus surfactantes convencionais por substâncias menos irritantes, menos 

tóxicas e mais biodegradáveis. Além dessa demanda, a indústria também tem procurado 

surfactantes que apresentem atividades biológicas adicionais como antioxidante e 

antimicrobiana (MAYER; WILSON; HUBE, 2013; RODRIGUES et al., 2006). 
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 Mediante o exposto, o presente estudo investigou as possíveis atividades 

biológicas e aplicação dos biossurfactantes produzidos por Fusarium oxysporum LM 

5634 e Clonostachys rosea 24 isolados de solo da região amazônica. 

 
 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Micro-organismos 

 
 Os fungos Fusarium oxysporum LM5634 e Clonostachys rosea 24 isolados de 

solo amazônico foram utilizados no presente estudo. Esses isolados possuem a capacidade 

de produzir biossurfactante e pertencem à coleção de microrganismos de interesse médico 

do Instituto Nacional em Pesquisas na Amazônia – INPA. Os fungos foram mantidos em 

cultura no meio ágar batata dextrose (ABD).  

 

Condições de cultivo para a produção de biossurfactantes  

 
 
 A produção do biossurfactante foi realizada utilizando C. rosea 24 e F. oxysporum 

LM 5634. O meio previamente descrito por Sena et al., (2018) foi usado como meio de 

produção. O meio de produção continha 10g/L de extrato de levedura (KASVI®) e 40 

g/L de óleo de soja (Soya®). A fermentação foi realizada durante 3 dias para F. 

oxysporum e C. rosea em agitação orbital a 100 rpm a temperatura de 25 ± 2. Após a 

fermentação, o sobrenadante livre de células após filtração com papel filtro N°1 

(Quanty®) foi centrifugado a 5000 rpm por 10 min e submetido às etapas posteriores 

(SANTHAPPAN; PANDIAN, 2017) para a recuperação de extratos ricos em 

biossurfactantes. 

 

Determinação da estabilidade de biossurfactante do caldo livre de células 

  
Os estudos de estabilidade foram realizados usando o caldo livre de células obtido após 

centrifugação das culturas a 5000 rpm por 15 min. Quatro mililitros desse caldo foram 

aquecidos a 0, 5, 70 e 100 ° C por 1 h, e resfriados à temperatura ambiente e logo após, 

foi medida a atividade de emulsificação. Para estudar a estabilidade do pH do caldo livre 
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de células, seu pH foi ajustado para diferentes valores de pH (2–12) e a atividade de 

emulsificação foi medida. O pH da cultura líquida foi ajustado com hidróxido de sódio 

(NaOH) 1M e ácido clorídrico (HCl) 1N. O efeito das concentrações do cloreto de sódio 

NaCl (2% -12%) na capacidade de emulsificação do caldo de cultura livre de células 

também foi determinado. Os testes foram realizados em triplicata (SILVA et al. 2014). 

 
Índice de emulsificação (E24%) 
 
 A atividade emulsificante foi mensurada pelo cálculo do índice de emulsificação 

(COOPER; GOLDENBERG, 1987). O hidrocarboneto (Tolueno P.A -Synth®) foi 

adicionado ao caldo livre de célula (1:1 v/v) em um tubo de vidro com rosca (16 cm x 

150 mm) onde foi medida inicialmente a altura total das fases imiscíveis, seguida pela 

agitação em agitador de tubo tipo vórtex (PHOENIX® - AP 56) por 2 min, e 

posteriormente mantida em repouso por 24 h. Após esse tempo, foi medido apenas a altura 

da emulsão formada. O índice foi calculado pela seguinte equação: 

 
E24 = (altura da emulsão/altura total) x 100 

 

Precipitação do biossurfactante do meio de cultivo com etanol 99,5 % 

 
Foi realizada as misturas das proporções de etanol gelado a 99,5 % (Synth®) e caldo 

bruto livre de células (3:1 v/v). Em seguida, ficaram de repouso por 48h à 4 ºC. Após 

esse período, as amostras foram centrifugadas a 5000 rpm por 15 minutos. O precipitado 

foi exposto em temperatura ambiente para evaporação do etanol, posteriormente 

macerado com grau e pistilo e preparado para as demais etapas do trabalho. Adaptado 

de Silva et al., (2019) e Sena et al., (2018). 

 

Ensaio de citotoxicidade 

 
 Nesse trabalho o ensaio de citoxicidade dos biossurfactantes foi realizado em 

colaboração com o Laboratório de Atividades biológicas (BIOPHAR) da faculdade de 

ciências farmacêuticas – Universidade federal do Amazonas (UFAM). O ensaio foi 

avaliado pelo método Alamar blue (NAKAYAMA et al., 1997) frente a fibroblastos de 

pulmão humano (Cell culture MRC-5 - cells human lung fibroblast) para determinar as 

concentrações não toxicas dos precipitados de biossurfactantes. As células MRC5 foram 
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plaqueadas em uma serie de concentrações (0,5 x 104 cél/poços) com um volume final de 

100 μL. Após 24 h de incubação e verificação de aderência celular, foi feito um 

tratamento com dimetilsulfóxido (DMSO-Sigma®) 10 mg/mL, em seguida testada as 

concentrações do biossurfactante em MRC5 por um tempo de 24 h de tratamento 

incubados em estufa de CO2. Neste ensaio foi utilizado doxorrubicina (Sigma®) e 

controle negativo foi o DMSO 0,5%. Após o tempo de incubação, foi adicionado 10 μL 

de uma solução contendo (950 µL de meio de cultura + 50 µL resarzurina 0,4% - Alamar 

blue®) por um tempo de 2 h, em seguida foi feita a leitura de fluorescência em aparelho 

de microplaca (DTX-800 Beckman Coulter) na faixa de 540 nm excitação e 585 nm de 

emissão. A porcentagem de viabilidade foi determinada conforme equação a seguir, 

sendo a viabilidade acima de 90% considerada aceitável para biossurfactantes não 

tóxicos.  

 
%	𝑣𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 =

𝐹𝑙𝑢𝑜𝑟𝑒𝑠𝑐ê𝑛𝑐𝑖𝑎	𝑑𝑎	𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎 +𝑚𝑒𝑖𝑜 + 𝑏𝑖𝑜𝑠. +𝑟𝑒𝑠𝑎𝑟𝑧𝑢𝑟𝑖𝑛𝑎
𝐹𝑙𝑢𝑜𝑟𝑒𝑠𝑐ê𝑛𝑐𝑖𝑎	𝑑𝑎	𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎 +𝑚𝑒𝑖𝑜 + 𝑟𝑒𝑠𝑎𝑟𝑧𝑢𝑟𝑖𝑛𝑎  

 

Testes para aplicação do biossurfactante 

 
Atividade antimicrobiana por difusão em ágar modificado  
  
 A atividade antimicrobiana foi verificada pelo método de difusão em ágar 

modificado (ULLAH et al., 2015) frente aos micro-organismos patogênicos Candida 

albicans ATCC 60193, Candida glabrata ATCC 2001, Candida parapsilosis ATCC 

22019, Cryptococcus neoformans CFP 59/Cryptococcus gattii CFP 55, Staphylococcus 

aureus ATCC 25923 e Escherichia coli ATCC 13706. Inicialmente foi realizado o 

preparo do inóculo dos micro-organismos alvos, sendo os fungos leveduriformes 

cultivados em caldo Sabouraud e as bactérias em caldo Müller-Hinton. As colônias 

foram ressuspendidas em solução salina a 0,85% e a turvação foi ajustada para 0,5 na 

escala McFarland. Cada suspensão microbiana foi semeada com auxilio de swab nos 

seus respectivos meios de cultura em ágar. Em seguida, foi feito poços com auxílio de 

uma pipeta Pasteur de vidro no meio de cultura para colocar 100 μL do caldo bruto 

contendo biossurfactante e 100 μL do biossurfactante precipitado (2 mg/mL) diluído em 

dimetilsulfóxido (DMSO) a 10%. Para o controle positivo bacteriano foi utilizado 

Amoxicilina e para controle positivo fúngico foi utilizado Fluconazol, no controle 

negativo foi utilizado DMSO 10% também no mesmo volume dos componentes a serem 
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testados. As placas foram incubadas a 37 ºC por 24 h para bactérias e por 48h para as 

leveduras. No final do tempo de incubação, foi avaliado a atividade antimicrobiana de 

acordo com a formação de um halo, se positivo, o diâmetro halo de inibição do 

crescimento microbiano foi medido em milímetros usando uma régua (CLINICAL AND 

LABORATORY STANDARD INSTITUTE (CLSI), 2008). 

 
Concentração inibitória mínima (CIM) 
 

A CIM foi determinada pela técnica de microdiluição em microplacas de 96 

poços conforme a metodologia descrita pela norma M7-A6 se para testes de atividade 

microbiana contra bactérias ou a norma M27-A7 se para atividade microbiana contra 

leveduras conforme o Manual Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) e 

adaptada com o protocolo de ensaios de antimicrobianos do laboratório de micologia do 

INPA. Os precipitados foram preparados para uma concentração de 3,2 mg/mL com 1 

mL de solução de DMSO a 10%. Neste ensaio foi utilizado como controle da atividade 

antimicrobiana a Anfotericina B a 64 µg/mL. O resultado foi interpretado após o tempo 

de incubação de 48 h, sendo estabelecido a CIM correspondente ao poço onde não há 

crescimento microbiano. 

 
Teste de aplicação  
 

Foi testado o biossurfactante obtido de F. oxysporum LM5634 e C. rosea 24 em 

uma formulação com óleo de Copaíba comparando com os surfactantes sintéticos. 

 A emulsão foi formulada adaptada de Reis et al. (2017) e modificações de 

Ferreira et al. (2017). Foi feito o ensaio na proporção entre a fase hidrofóbica (O), que 

foi óleo essencial e a fase hidrofílica (A), à base de uma solução aquosa contendo o 

biossurfactante bruto (BS), sendo: 200g de base de creme (nipazol, propilenoglicol, 

nipagin, silicone, vaselina e água), 1L de água destilada, 10 g ureia, 10 mL de óleo 

vegetal de copaíba e 10 mL essência de flor de cerejeira, as quantidades foram reduzidas 

para poderem ser utilizadas as concentrações de biossurfactante precipitado disponível. 

Nesse ensaio o SDS a 1% foi utilizado como padrão.  

Os biossurfactantes precipitados na concentração de 1 mg/mL foram testados 

para a comparação com os surfactantes SDS (1 mg/mL), Tween 80 (0,1 %) e Lauril (1 

mg/mL) na emulsão do óleo de copaíba. As emulsões foram preparadas na proporção 

1:1 (v/v). O óleo essencial foi misturado com a fase aquosa, utilizando um agitador de 
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soluções tipo vórtex (Phoenix® - AP 56) por 2 min. O índice de emulsificação foi a 

parâmetro analítico nesse ensaio no tempo de 24, 48 e 72 horas.  

  

RESULTADOS 

Efeito da temperatura, salinidade e pH na estabilidade do biossurfactante presente 

no caldo bruto por Clonostachys rosea 24 e Fusarium oxysporum LM5634. 

 
Avaliou-se a estabilidade do biossurfactante em uma ampla faixa de temperatura. 

(Figura 1A). O biossurfactante produzido por C. rosea 24 e F. oxysporum LM5634 

mostrou-se termoestável. O aquecimento do biossurfactante a 100 ° C não causou nenhum 

efeito no desempenho do biossurfactante. 

A estabilidade do biossurfactante quanto a variação de salinidade foi avaliada sob 

o efeito da adição de cloreto de sódio no caldo bruto produzido a partir de dois fungos. A 

estabilidade ótima do biossurfactante foi observada na concentração de NaCl de 14% e 

10% por C. rosea 24 e F. oxysporum LM5634, respectivamente (Figura 1B). 

O índice de emulsificação permaneceu relativamente estável às mudanças de pH 

4 e 8, maior estabilidade em condições alcalinas do que ácidas por F. oxysporum LM5634 

e C. rosea 24 permaneceu estável às mudanças de pH (Figura 1C). 
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Figura 1 - Índice de emulsificação do biossurfactante presente no caldo fúngico de C. rosea 24 e F. 
oxysporum LM 5634 sob as variações de Temperatura (A), NaCl (B) e pH (C). SDS 1% foi utilizado como 
padrão nos testes. 
 

Ensaio de citotoxicidade 

 Os biossurfactantes precipitados não apresentaram citotoxicidade, por outro 

lado, demonstram indução de proliferação celular (Figura 2). 
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Figura 2 -  Ensaio de citotoxicidade frente a linhagem a fibroblastos humanos  

Atividade antimicrobiana de extratos de biossurfactantes e caldo livre de células 

 
A atividade antimicrobiana do biossurfactante precipitado e do biossurfactante de 

caldo bruto produzido por F. oxysporum LM 5634 e C. rosea 24 foram analisadas contra 

várias cepas de referências (ATCC). Foi realizado utilizando um método modificado de 

suscetibilidade em placa de ágar. A atividade foi observada apenas contra Candida 

albicans ATCC60193 pelo biossurfactante precipitado de F. oxysporum LM 5634 com a 

formação de um halo de inibição de 14,5 ± 0,07 mm (Tabela 1). Esse precipitado com 

atividade antifúngico foi testado para avaliar a concentração inibitória mínima, onde foi 

verificada a inibição do crescimento da C. albicans ATCC60193 na concentração de 0,2 

mg/mL (200 μg/mL) (Figura 3). 
Tabela 1- Atividade antimicrobiana in vitro dos precipitados de biossurfactante contra um painel de cepas 
fúngicas e bacterianas. 
 

Microrganismo F. oxysporum  
LM 5634 

C. rosea 24 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 - - 
Escherichia coli ATCC13706 - - 
Candida albicans ATCC60193 14,5 ± 0,07 mm - 
Candida glabrata ATCC 2001 - - 
Candida parapsilosis ATCC22019 - - 
Cryptococcus gattii CFP 55 - - 
Cryptococcus neorformans CFP 59 - - 

Nota: - significa nenhuma atividade antimicrobiana 
Controle positivo: Fluconazol  
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Figura 3 – Atividade antifúngica de F. oxysporum LM5634 em duas técnicas (A) Método de difusão em 
ágar modificado (B) Teste de concentração inibitória mínima (CIM). A-Anfotericina, F – biossurfactante 
de F. oxysporum LM 5634, C- controle do meio, C+ controle de inóculo. 
 

Teste de aplicação  

 
 Foi realizado o teste de emulsão do biossurfactante com óleo de copaíba 

comparando com surfactantes sintéticos usados em formulações cosméticas em três 

tempos. A emulsão com o biossurfactante de F. oxysporum LM 5634 apresentou um E24 

= 6,5 ± 4,2 %, E48 = 6,5 ± 0,12 %, e E72 = 5,5 ± 1,9 %. C. rosea 24 apresentou E24 = 12,2 

± 1,9 %, permanecendo estável em 48h e E72 = 11,1 ± 1,9 % (Tabela 2). Os 

biossurfactantes precipitados foram testados na estabilidade da base de creme capilar com 

óleo de copaíba sendo incorporado juntamente com 20 mg biossurfactante dissolvido em 

1 mL de água destilada. Foi observado no período inicial de 5 dias a permanência da 

emulsão testada sem a separação das fases (Figura 4).  

 
Tabela 2- Teste de emulsão do óleo de copaíba com os biossurfactantes fúngicos comparando com os 
surfactantes sintéticos (1,0 mg/mL). 
 

Biossurfactante E24 (%) E48 (%) E72 (%) 
Fusarium oxysporum LM 5634* 6,5 ± 4,2 6,5 ± 0,12 5,5 ± 1,9 
Clonostachys rosea 24 12,2 ± 1,9 12,2 ± 1,9 11, 1 ± 1,9 
Surfactante    
Dodecil sulfato de sódio 29,7 ± 3,7 26,3 ± 0,49 15,3 ± 1,7 
Lauril sulfato de sódio 27,4 ± 2,2 23,0 ± 0,4 23 ± 0,43 
Tween 80 15,5 ± 1,9 14,4 ± 3,8 13,3 ± 0 

*concentração de 2,0 mg/mL 
 

   1      2      3      4       5      6       7      8      9      10    C+    C- 

F 

F 

A 

A 
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Figura 4 – (A) Incorporação de óleo de copaíba (fase O) a uma base de creme (fase A) comparando com os 
biossurfactantes (20 mg/mL) dos fungos C. rosea 24 e F. oxysporum LM 5634. (B) Emulsão após adição 
dos biossurfactantes. 
 

DISCUSSÃO 

 
 No presente estudo, os biossurfactantes produzidos por F. oxysporum LM 5634 e 

C. rosea 24 possuem capacidade emulsificar formulação a base de creme e óleo de 

copaíba. O biossurfactante de F. oxysporum LM 5634 apresenta atividade antifúngica 

contra Candida albicans.   

A estabilidade do biossurfactante do caldo bruto foi analisada em uma ampla faixa de 

temperatura (0, 5, 70 e 100), salinidade (2, 4, 6 e 8%) e pH (2, 4, 6 e 8). O biossurfactante 

de F. oxysporum LM5634 apresentou termotolerância em temperatura média, 

estabilidade em pH, porém não apresentou estabilidade em alta salinidade. A alta 

temperatura não influenciou o índice de emulsificação para C. rosea 24. Além disso, o 

biossurfactante de C. rosea 24 é estável a variação de salinidade e pH. Nossos estudos 

corroboram aos estudos sobre Fusarium sp. BS-8, o biossurfactante desse fungo 

apresentou atividade máxima a 40-80 °C com E24 = 66%. A variação da concentração de 

sal teve uma influência significativa e a produção de biossurfactante com pH mais baixo 

se deve à precipitação do biossurfactante (QAZI et al., 2013). Os dados obtidos no 

trabalho são promissores uma vez que apresentam essas estabilidades que são vantajosas 

em relação aos surfactantes sintéticos, ainda biossurfactantes termotolerantes e halo-

Sem o biossurfactante C. rosea 24 F. oxysporum LM5634 
A 

B 
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tolerantes podem ser usados para melhorar a recuperação de óleo no reservatório 

(GAUTAM, 2014). 

Neste estudo, o produto biossurfactante foi avaliado quanto à atividade antimicrobiana. 

O biossurfactante apresentou atividade inibitória contra Candida albicans. A atividade 

antimicrobiana de vários biossurfactantes foi relatada na literatura por bactérias e 

leveduras. Poucos estudos de atividade antimicrobiana de biossurfactantes fúngicos 

foram relatados, sendo relatado antifúngico contra Aspergillus niger apenas (ISHAQ et 

al., 2015) e biossurfactante de Penicillium chrysogenum SNP5 com atividade 

antimicrobiana contra as bactérias Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa 

(GAUTAM et al., 2014). Os efeitos antimicrobianos dos biossurfactantes podem ser 

explicados pelas estruturas dos biossurfactantes que se assemelham à membrana celular, 

causando mudanças estruturais (EMINE; AYSUN, 2009). 

 A incorporação de óleo de copaíba com os biossurfactantes produzidos por F. 

oxysporum e C. rosea foram testadas frente a uma base de creme e ainda foi realizada a 

comparação com outros surfactantes sintéticos comumente usados nessas formulações. 

Estudo similar foi realizado para avaliar a capacidade de emulsão do biossurfactante na 

concentração de 0,7 % (p/v)  obtido de Candida utilis para a formulação de uma maionese, 

sendo portanto um potencial aditivo alimentar (CAMPOS et al., 2015). Em outro estudo, 

foram testadas emulsões avaliadas no intervalo de tempo de 24h, 1 semana e 3 semanas 

a fim de verificar a melhor capacidade de estabilizar emulsões (RAMOS, 2017). Em 

geral, os biossurfactantes fúngicos possuem versatilidade na estrutura química e suas 

propriedades permitem uma diversidade de aplicação em setores de cosmética, 

alimentícia, farmacêutica entre outras (DA SILVA et al., 2021). 

  O presente estudo teve como fator limitante algumas análises específicas para 

avaliar a estabilidade das emulsões em função do tempo, além de poder testar diversas 

concentrações de biossurfactantes. Entretanto, os biossurfactantes obtidos de F. 

oxysporum e C. rosea são promissores nos setores de aplicação que necessitem de 

emulsão.  

Produtos que agregam valores ambientais ganham destaque no cenário atual. Um 

biossurfactante de origem amazônica pode contribuir para a bioeconomia regional, tendo 

em vista a possibilidade de diversas aplicações em vários setores. A possibilidade de se 

obter um biossurfactante com capacidade de emulsificação de óleos regionais trazem 

expectativas para estudos mais detalhados sobre a possibilidade de disponibilizar um 

emulsificador que agregará mais valor aos produtos regionalmente desenvolvidos.  
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CONCLUSÃO 

 
• Os biossurfactantes tem potencial estabilidade frente as variações de temperatura, 

pH e salinidade.  

• O biossurfactante de F: oxysporum LM5634 possui atividade antifúngica contra 

Candida albicans  

• Os biossurfactantes produzidos por F. oxysporum e C. rosea 24 apresentam 

potencial capacidade emulsificante para incorporação de óleo em formulação a 

base de creme.  
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6 CONCLUSÃO 

• Foram isolados 154 fungos de solo e serapilheira  

• C. rosea 24 e F. oxysporum LM5634 apresentam atividade emulsificante e 

tensoativa, possuindo capacidade de produzir a substância ainda na fase 

exponencial de crescimento.  

• Os fungos estudados possuem versatilidade no uso de fontes de carbono e 

nitrogênio para a produção de biossurfactante.  

• O principal composto detectado por CG-MS no biossurfactante produzidos por F. 

oxysporum LM5634 foi o cis-ácido vacênico e no biossurfactante produzido por 

C. rosea 24 foi o 2,2-dimetoxibutano.  

• Na análise de FTIR foram observadas bandas correspondentes às moléculas de 

ácidos graxos, proteínas e polissacarídeos nos biossurfactantes produzidos por F. 

oxysporum LM5634 e C. rosea 24.  

• O biossurfactante de F. oxysporum LM5634 possui atividade antifúngica contra 

Candida albicans, e ambos não são tóxicos 

• Os biossurfactantes tem potencial estabilidade frente as variações de temperatura, 

pH e salinidade 
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Surfactants are utilized to reduce surface tension in aqueous and nonaqueous systems. Currently, most synthetic surfactants are
derived from petroleum. However, these surfactants are usually highly toxic and are poorly degraded by microorganisms. To
overcome these problems associated with synthetic surfactants, the production of microbial surfactants (called biosurfactants) has
been studied in recent years. Most studies investigating the production of biosurfactants have been associatedmainly with bacteria
and yeasts; however, there is emerging evidence that those derived from fungi are promising.!e "lamentous fungi ascomycetes
have been studied for the production of biosurfactants from renewable substrates. However, the yield of biosurfactants by
ascomycetes depends on several factors, such as the species, nutritional sources, and environmental conditions. In this review, we
explored the production, chemical characterization, and application of biosurfactants by ascomycetes.

1. Introduction

Biosurfactants are compounds that are produced by plants
and animals, but are largely produced by microorganisms,
such as bacteria, yeasts, and "lamentous fungi. !e com-
bination of several properties including biomolecules
(proteins, carbohydrates, and lipids) reduces surface tension
to act as an an emulsi"er [1]. All biosurfactants are am-
phiphilic and consist of polar and nonpolar parts.

!e demand for biosurfactants has increased because of
their environmental compatibility and versatility in emul-
si"cation. Other advantages of biosurfactants include bio-
degradability, low toxicity, and tolerance to di#erent
environmental factors (pH, temperature, and salinity).
Given these advantages, the interest by the scienti"c com-
munity in studying the potential of biosurfactants has in-
creased substantially [2]. However, issues such as high
production costs and di$culties in the recovery of the pure

products must be addressed before large-scale production at
an industrial level can commence, allowing for their syn-
thetic counterparts to have a competitive advantage [3, 4]. In
addition, the combination of microorganisms and culture
media used for production directly in%uences the recovery
of biosurfactants during downstream processes.

!e cost of biosurfactant production and recovery are
the limiting factors in the industrial production of these
molecules, as indicated by several recent studies [5–7]. In
contrast, several studies have demonstrated laboratory-scale
alternatives as a probable solution to the challenge involving
production [2, 8].

!e structural diversity of biosurfactants enables various
applications in many industries such as food, pharmaceu-
ticals, and cosmetics. Future industrial biosurfactant pro-
duction depends on the ratio between production costs and
application bene"ts [9, 10]. !erefore, the optimization of
physicochemical and nutritional parameters and
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