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RESUMO 
 
 
Soforolipídios têm se destacado como a classe de biossurfactantes com maior potencial para 
aplicação comercial, devido seus altos rendimentos de produção e por apresentar múltiplas 
propriedades, destacando a sua potente ação antimicrobiana. Apesar disso, os altos custos 
relacionados ao seu processo de produção ainda são um obstáculo para sua competitividade 
econômica. Assim, a utilização de resíduos agroindustriais pode levar a uma queda considerável 
do valor, além de contribuir para uma economia circular e sustentável. Dessa forma, este 
trabalho teve como objetivo produzir soforolipídios a partir de substratos de primeira e segunda 
geração, desenvolver nanopartículas de prata utilizando soforolipídios (AgNP-SL) e filmes 
biodegradáveis antimicrobianos de ácido polilático e amido, para aplicações em embalagens de 
alimentos. A melhor condição da hidrólise enzimática dos resíduos alimentares foi obtida com 
concentração de 1% (m/v) de amilase, protease e lipase por 2h a 30 ºC, atingindo uma liberação 
máxima de glicose de 40 g/L. Esse hidrolisado foi utilizado para produção de soforolipídios, 
obtendo-se uma produção de 134,8 g/L, rendimento de 0,34 g/g e produtividade de 0,85 g/L/h 
ao final de 160 h, valores estes comparáveis com a fermentação de primeira geração que obteve 
144,1 g/L de soforolipídios, rendimento de 0,23 g/g e produtividade de 0,79 g/L/h. 
Posteriormente, filmes de ácido polilático com soforolipídios foram desenvolvidos, 
demonstrando que o biossurfactante atuou como agente plastificante, melhorando a elasticidade 
e flexibilidade dos filmes, assim como conferiu  propriedades antimicrobianas contra Listeria 

monocytogenes, Staphylococcus aureus e Salmonella spp. A síntese de AgNP-SL gerou 
nanopartículas com boa estabilidade coloidal, distribuição homogênea e com atividade 
antibacteriana contra Escherichia coli e S. aureus. A incorporação de AgNP-SL em filmes 
nanocompósitos de amido resultou em filmes com atividade antimicrobiana contra E. coli, S. 

aureus e Salmonella spp., a qual foi potencializada pela adição combinatória com ácido 
tartárico. Os resultados encontrados comprovam a viabilidade e o enorme potencial dos 
resíduos de alimentos como substrato alternativo para a produção de soforolipídios, não apenas 
pelo custo-benefício, mas também para contribuir com um bioprocesso mais sustentável. Os 
soforolipídios também demonstraram seu carácter multifuncional, podendo atuar na síntese 
biológica de nanopartículas, como também como agente bioativo em filmes, sendo utilizado 
para melhorar as propriedades estruturais e antimicrobianas no controle eficaz de patógenos de 
origem alimentar.  
 
Palavras-chave: biossurfactante; Starmerella bombicola; filmes biodegradáveis; resíduos 
alimentares. 
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ABSTRACT 
 
 
Sophorolipids have aroused attention as the class of biosurfactants with the greatest potential 
for commercial application, due to their high production yields and for their multiple functions 
and properties, highlighting their potent antimicrobial action. Despite this, the high costs 
associated with production are still an obstacle to their economic competitiveness. The use of 
alternative substrates would lead to a considerable decrease in the value, in addition to 
contributing to a more circular and sustainable economy. Thus, this work aimed to produce 
sophorolipids from first and second generation substrates and to investigate the incorporation 
of sophorolipids and silver nanoparticles produced with this biosurfactant in polylactic acid and 
starch matrices, respectively, in order to develop films with improved structural and 
antimicrobial properties to be explored in food packaging applications. The best condition of 
enzymatic hydrolysis of food waste was obtained with a concentration of 1% (m/v) of amylase, 
protease and lipase for 2 h at 30 ºC, reaching a maximum glucose release of 40 g/L. This 
hydrolysate was used for the production of sophorolipids, obtaining a production of 134.8 g/L, 
a yield of 0.34 g/g and a productivity of 0.85 g/L/h at the end of 160 h, values comparable to 
the fermentation with first generation substrates that obtained 144.1 g/L of sophorolipids, yield 
of 0.23 g/g and productivity of 0.79 g/L/h. Subsequently, polylactic acid films with 
sophorolipids were developed, demonstrating that the biosurfactant acted as a plasticizing 
agent, improving the elasticity and flexibility of the films, as well as conferring antimicrobial 
properties against the poultry pathogens Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus and 
Salmonella spp. The green synthesis of silver nanoparticles with sophorolipids (AgNP-SL) 
generated highly stable nanoparticles, with homogeneous distribution and with antibacterial 
activity against E. coli and S. aureus. Thus, its incorporation into starch nanocomposite films 
exhibited antimicrobial activity against E. coli, S. aureus and Salmonella. The addition of 
tartaric acid further improved the antibacterial action, demonstrating the great potential of using 
these films as active packaging for the control of foodborne pathogens. The results here found 
demonstrate the feasibility and enormous potential of food waste as an alternative substrate for 
the production of sophorolipids, not only from a cost-effectiveness point of view but also to 
contribute to a more sustainable bioprocess. Sophorolipids have also demonstrated their 
multifunctional character, being able to act in the biological synthesis of nanoparticles, as well 
as bioactive agent in films, being used to improve structural and antimicrobial properties for 
the effective control of foodborne pathogens. 
 
Keywords: biosurfactant; Starmerella bombicola; biodegradable films; food waste. 
 
 



LISTA DE ILUSTRAÇÕES 

 

Figura 1. Classificação dos biossurfactantes em relação a sua massa molecular .............. 18 

Figura 2. Estruturas químicas dos soforolipídios nas principais formas produzidas 

pela cepa selvagem da levedura S. bombicola (1. acídico não-acetilado, 2. 

acídico mono-acetilado, 3. acídico di-acetilado, 4. lactônico não-acetilado, 

5. lactônico mono-acetilado, 6. lactônico di-acetilado ....................................... 21 

Figura 3.  Via de biossíntese do soforolipídios ................................................................... 25 

Figura 4.  Classificação dos polímeros biodegradáveis ...................................................... 38 

 

Artigo 1 

Figure 1.  Visual aspect of the polylactic acid-sophorolipid films PLA, PLA-SL2.5, 

PLA-SL5, PLA-SL10 and PLA-SL20. ............................................................... 65 

Figure 2.  SEM micrographs of sophorolipid (SL) and polylactic acid-sophorolipid 

films PLA, PLA-SL2.5, PLA-SL5, PLA-SL10 and PLA-SL20. ....................... 66 

Figure 3.  FT-IR spectra of sophorolipid (SL) and polylactic acid-sophorolipid films 

PLA, PLA-SL2.5, PLA-SL5, PLA-SL10 and PLA-SL20. ................................. 68 

Figure 4.  DSC thermogram of sophorolipid (A) and polylactic acid-sophorolipid 

films PLA, PLA-SL2.5, PLA-SL5, PLA-SL10 and PLA-SL20. ....................... 69 

Figure 5.  Antimicrobial activity of polylactic acid-sophorolipid films PLA, PLA-

SL2.5, PLA-SL5, PLA-SL10 and PLA-SL20. ................................................... 72 

 

Artigo 2 

Figure 1. Characterization of the silver nanoparticles with sophorolipids (AgNP-

SL): (A) UV-vis spectra at different temperatures and reaction times, (B) 

Color follow-up during reaction, (C) TEM images, and (D) DLS analysis. ...... 88 

Figure 2. SEM micrographs of sophorolipid (SL) and polylactic acid-sophorolipid 

films PLA, PLA-SL2.5, PLA-SL5, PLA-SL10 and PLA-SL20. ....................... 90 

Figure 3. FT-IR spectra of sophorolipid (SL) and polylactic acid-sophorolipid films 

PLA, PLA-SL2.5, PLA-SL5, PLA-SL10 and PLA-SL20. ................................. 92 

Figure 4. DSC thermograms of the produced starch nanocomposite films with the 

incorporation of AgNP-SL (A) and with the incorporation of AgNP-SL 

and tartaric acid (B) X-diffractograms of the produced starch 

nanocomposite films with the incorporation of AgNP-SL (C) and with the 

incorporation of AgNP-SL and tartaric acid (D). ............................................... 93 

 



LISTA DE TABELAS 

 

Tabela 1.  Empresas de biossurfactantes em nível comercial.............................................. 19 

Tabela 2. Microrganismos produtores de soforolipídios .................................................... 22 

Tabela 3. Produção de soforolipídios descrita na literatura variando as condições de 

fermentação ........................................................................................................ 27 

Tabela 4.  Composição dos meios para as fermentações com substratos de 1a geração 

(FO1) e de 2ª geração com resíduos alimentares hidrolisados (FO2) ................ 46 

Tabela 5.  Composição das formulações dos filmes de amido incorporados com as 

nanopartículas de prata produzidas com soforolipídios (AgNP-SL) e ácido 

tartárico (TA) ...................................................................................................... 50 

Tabela 6.  Formulações utilizadas para o desenvolvimento dos filmes a base de ácido 

polilático (PLA) com adição de soforolipídios ................................................... 51 

 

Artigo 1 

Table 1.  Results of thickness, solubility, water vapor permeability (WVP) and 

mechanical properties of polylactic acid-sophorolipid films. ............................. 67 

 

Artigo 2 

Table 1.  Results of thickness, solubility, water vapor permeability (WVP), tensile 

strength (TS), elongation at break (EB) and Young's modulus (YM) of the 

produced starch nanocomposite films with silver nanoparticles produced 

with sophorolipids (AM, AM + 0.25%, AM + 0.5%, AM + 1%, AM + 4%) 

and tartaric acid (AM5, AM5 + 0.25%, AM5 + 0.5%, AM5 + 1%, AM10, 

AM10 + 0.25%, AM10 + 0.5%). ........................................................................ 90 

Table 2.  Antimicrobial activity of the produced starch nanocomposite films with 

silver nanoparticles produced with sophorolipids (AM, AM + 0.25%, AM 

+ 0.5%, AM + 1%, AM + 4%) and tartaric acid (AM5, AM5 + 0.25%, 

AM5 + 0.5%, AM5 + 1%, AM10, AM10 + 0.25%, AM10 + 0.5%). ................ 96 

 



SUMÁRIO 

 

1  INTRODUÇÃO ..................................................................................................... 14 

 

2  OBJETIVOS .......................................................................................................... 16 

2.1.  OBJETIVO GERAL ..................................................................................................... 16 

2.2.  OBJETIVOS ESPECÍFICOS ........................................................................................... 16 

 

3  REVISÃO BIBLIOGRÁFICA ............................................................................. 17 

3.1  BIOSSURFACTANTES ................................................................................................. 17 

3.2  SOFOROLIPÍDIOS – CLASSIFICAÇÃO E ESTRUTURA ................................................... 19 

3.3  SOFOROLIPÍDIOS – MICRORGANISMOS PRODUTORES E BIOSSÍNTESE........................ 21 

3.4  SOFOROLIPÍDIOS – CONDIÇÕES DE CULTIVO E MEIOS DE PRODUÇÃO....................... 25 

3.4.1  Resíduos Alimentares: um Substrato Alternativo de Grande Potencial para 

Produção de Soforolipídios ..................................................................................... 31 

3.5  SOFOROLIPÍDIOS – PROPRIEDADES E APLICAÇÕES .................................................... 32 

3.6.  EMBALAGENS BIODEGRADÁVEIS.............................................................................. 37 

3.7 EMBALAGENS ANTIMICROBIANAS ............................................................................ 40 

3.8  NANOPARTÍCULAS DE PRATA ................................................................................... 41 

 

4  MATERIAIS E MÉTODOS ................................................................................. 43 

4.1.  MICRORGANISMOS ................................................................................................... 43 

4.2  PRODUÇÃO DE SOFOROLIPÍDIOS – DEPARTAMENTO DE BIOTECNOLOGIA UEL ........ 43 

4.2.1  Ativação e Pré-inóculo da S. Bombicola ................................................................. 43 

4.2.2  Fermentação em Biorreator de Bancada ................................................................. 43 

4.2.3  Extração e Quantificação dos Soforolipídios .......................................................... 44 

4.3  PRODUÇÃO DE SOFOROLIPÍDIOS – BIO BASE EUROPE PILOT PLANT (BÉLGICA) ....... 44 

4.3.1  Resíduos Alimentares .............................................................................................. 45 

4.3.2  Testes de Hidrólise Enzimática dos Resíduos Alimentares .................................... 45 

4.3.3  Geração e Purificação do Hidrolisado de Alimentos para Fermentação ................. 45 

4.3.4  Ativação e Pré-inóculo da S. Bombicola ................................................................. 46 

4.3.5  Fermentações em Biorreator de Bancada ................................................................ 46 

4.3.6  Métodos Analíticos .................................................................................................. 47 



4.4  SÍNTESE BIOLÓGICA DE NANOPARTÍCULAS DE PRATA COM SOFOROLIPÍDIOS 

(AGNP-SL) .............................................................................................................. 48 

4.5  CARACTERIZAÇÃO E ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DAS NANOPARTÍCULAS DE 

PRATA COM SOFOROLIPÍDIOS (AGNP-SL) ............................................................... 49 

4.6  PRODUÇÃO DE FILMES DE AMIDO INCORPORADOS COM AS NANOPARTÍCULAS 

DE PRATA SINTETIZADAS COM SOFOROLIPÍDIOS (AGNP-SL) ................................... 50 

4.7  PRODUÇÃO DOS FILMES DE ÁCIDO POLILÁTICO INCORPORADOS COM 

SOFOROLIPÍDIOS ....................................................................................................... 51 

4.8  CARACTERIZAÇÃO DOS FILMES DE AMIDO E PLA .................................................... 51 

4.8.1  Espessura ................................................................................................................. 51 

4.8.2  Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) ......................................................... 51 

4.8.3  Espectroscopia no Infravermelho com Transformada no Fourier (FTIR) .............. 52 

4.8.4  Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) ........................................................ 52 

4.8.5  Solubilidade ............................................................................................................. 52 

4.8.6  Permeabilidade ao Vapor de Água (PVA) .............................................................. 53 

4.8.7  Propriedades Mecânicas .......................................................................................... 53 

4.8.8  Difração de Raio X (DRX) ...................................................................................... 54 

4.8.9  Atividade Antibacteriana ......................................................................................... 54 

4.9 ANÁLISE ESTATÍSTICA ............................................................................................. 55 

 

5  RESULTADOS ...................................................................................................... 56 

5.1  ARTIGO 1: CHARACTERIZATION AND ANTIMICROBIAL PROPERTIES OF 

BIOACTIVE PACKAGING FILMS BASED ON POLYLACTIC ACID-SOPHOROLIPID FOR 

THE CONTROL OF FOODBORNE PATHOGENS .............................................................. 58 

5.2  ARTIGO 2: GREEN SYNTHESIS OF SILVER NANOPARTICLES USING 

SOPHOROLIPIDS FOR THE DEVELOPMENT OF ANTIMICROBIAL STARCH 

NANOCOMPOSITE FILMS ............................................................................................ 82 

5.3  PATENTE 1: FILMES ANTIMICROBIANOS DE AMIDO E NANOPARTÍCULAS DE 

PRATA COM SOFOROLIPÍDIOS PARA PRESERVAÇÃO DE BANANAS .............................. 107 

5.4  PATENTE 2: PROCESSO DE SEPARAÇÃO DAS FORMAS ACÍDICAS E LACTÔNICAS 

DOS SOFOROLIPÍDIOS PRODUZIDOS POR UMA CEPA DE STARMERELLA ...................... 108 

5.5  PATENTE 3: USO DE SOFOROLIPÍDIOS DE STARMERELLA DURANTE A LAVAGEM 

DE CARCAÇAS PARA REDUÇÃO MICROBIANA APÓS A ETAPA DE EVISCERAÇÃO DE 

FRANGOS DE CORTE .................................................................................................. 109 



5.6  PATENTE 4: FILME MULTIFUNCIONAL COM AÇÃO PREBIÓTICA E 

ANTIMICROBIANA PARA REVESTIMENTO DE MORANGOS ........................................... 110 

5.7  ARTIGO DE REVISÃO: SOPHOROLIPIDS: A REVIEW ON PRODUCTION AND 

PERSPECTIVES OF APPLICATION IN AGRICULTURE ..................................................... 111 

5.8  LIVRO: MICROBIAL SOPHOROLIPIDS: PRODUCTION, PROPERTIES AND 

INDUSTRIAL APPLICATIONS ...................................................................................... 112 

5.9  CAPÍTULO DE LIVRO 1: PERSPECTIVAS DE APLICAÇÃO DE SOFOROLIPÍDIO 

MICROBIANO NA INDÚSTRIA DE ALIMENTOS ............................................................. 113 

5.10  CAPÍTULO DE LIVRO 2: EXOPOLYSACCHARIDES IN FERMENTED FOODS AND 

THEIR POTENTIAL HEALTH BENEFITS ...................................................................... 114 

5.11  CAPÍTULO DE LIVRO 3: APLICAÇÃO DE SOFOROLIPÍDIOS DE CANDIDA 

BOMBICOLA EM FILMES ANTIMICROBIANOS .............................................................. 115 

 

6  CONCLUSÕES ..................................................................................................... 116 

 

7  REFERÊNCIAS .................................................................................................... 118 

 



14 

 

1 INTRODUÇÃO  
 

Surfactantes são moléculas químicas anfifílicas que possuem porções hidrofílicas e 

hidrofóbicas em sua estrutura, o que as permite reduzir tensões superficiais e interfaciais de 

compostos, sendo dessa forma amplamente empregados nos diversos setores industriais. No 

entanto, a maioria dos surfactantes comerciais são derivados da indústria petroquímica, que 

utiliza rotas e produtos tóxicos para a sua produção. Isso tem despertado um alerta de 

pesquisadores, fazendo crescer a busca por alternativas mais sustentáveis e ambientalmente 

amigáveis, como os biossurfactantes. 

Os biossurfactantes são moléculas totalmente naturais produzidas por microrganismos 

como metabólitos secundários e apresentam inúmeras vantagens frente aos análogos químicos, 

como biodegradabilidade, baixa toxicidade, alta especificidade de operação e estabilidade em 

condições adversas. Dentre os biossurfactantes, destacam-se os soforolipídios, que tem sido a 

classe de surfactantes microbianos que mais avança em direção a aplicação comercial devido 

seus altos rendimentos de produção e potencial de aplicações.  

 Os soforolipídios possuem a estrutura composta por um dissacarídeo de soforose 

unida a uma cadeia de ácido graxo, formada geralmente por 16 a 18 carbonos, e pode ser 

encontrado nas formas acídicas ou lactônicas. A sua produção ocorre por fermentação a partir 

de fontes renováveis, como carboidratos e lipídios, utilizando a levedura Starmerella 

bombicola. Apesar dessas vantagens, os soforolipídios encontram dificuldades para concorrer 

economicamente com os surfactantes químicos, devido ao seu alto custo de produção.  

Dessa forma, pesquisas têm estudado a substituição de substratos convencionais, 

como a glicose e o ácido oleico, por fontes alternativas mais econômicas, através da utilização 

de subprodutos e resíduos industriais, visando remover esse obstáculo para a competitividade 

econômica, ao passo que contribui também para uma economia mais sustentável.  

Recentemente, estudos sobre a utilização de resíduos alimentares para a produção de 

soforolipídios demonstraram resultados promissores e a sua utilização está como um dos 

tópicos de destaque para reduzir o impacto ambiental e o custo de produção de novos 

bioprodutos. Além disso, os resíduos alimentares são considerados uma excelente matéria-

prima industrial, devido aos seus teores elevados de carboidratos, proteínas e lipídios.  

Com a diminuição dos custos de produção, os soforolipídios teriam grandes 

oportunidades de aplicação nos mais diversos setores industriais, pois estes apresentam 

propriedades únicas e de grande interesse, como atividade antimicrobiana contra uma ampla 

gama de bactérias e fungos, destacando os principais patógenos alimentares.   
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No entanto, a maioria dos estudos tem focado na atividade antimicrobiana dos 

soforolipídios na sua forma livre em solução, havendo a necessidade de compreender como 

esse composto ativo se comportaria incorporado em matrizes poliméricas, visando o 

desenvolvimento de filmes ativos antimicrobianos.  

Além disso, sabe-se que os soforolipídios atuam como agente redutor na síntese de 

nanopartículas metálicas e que a sua utilização pode potencializar a ação antimicrobiana das 

nanopartículas. Apesar desta síntese já ter sido reportada na literatura, a posterior incorporação 

de nanopartículas produzidas com soforolipídios em matrizes poliméricas nunca foi descrita.  

Dessa forma, considerando as propriedades antimicrobianas dos soforolipídios e o 

interesse da indústria por produtos de origem natural, este trabalho teve como objetivo, 

produzir soforolipídios de Starmerella bombicola utilizando substratos de primeira e segunda 

geração, para demonstrar a viabilidade de utilização de fontes alternativas de baixo custo, 

visando a diminuição dos custos e a aplicação do conceito de economia circular. 

Posteriormente, os soforolipídios foram empregados para a síntese de nanopartículas de prata 

e desenvolvimento de filmes biodegradáveis de amido e ácido polilático, avaliando os efeitos 

na estrutura polimérica, bem como a atividade antimicrobiana conferida com essa 

incorporação. 
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2 OBJETIVOS 
 

2.1. Objetivo Geral  

  
Produzir e aplicar soforolipídios da levedura Starmerella bombicola no 

desenvolvimento de nanopartículas e filmes biodegradáveis antimicrobianos.  

 

2.2. Objetivos Específicos  
  

• Produzir soforolipídios a partir da levedura Starmerella bombicola ATCC 22214 em 

biorreatores de bancada, utilizando substratos de primeira e segunda geração; 

• Acompanhar os processos fermentativos em relação ao crescimento celular, consumo de 

substratos e produção de soforolipídios; 

• Desenvolver filmes de ácido polilático (PLA) com soforolipídios quanto a atividade 

antimicrobiana e propriedades estruturais e termomecânicas; 

• Otimizar a síntese e a atividade antibacteriana de nanopartículas de prata utilizando 

soforolipídios; 

• Produzir, caracterizar e avaliar a atividade antimicrobiana de filmes de amido com 

nanopartículas de prata, soforolipídios e ácido tartárico. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 

3.1 Biossurfactantes 
  

Surfactantes são moléculas químicas anfipáticas que possuem porções hidrofílicas e 

hidrofóbicas em sua estrutura, o que os permite reduzir tensões superficiais e interfaciais de 

compostos, além de formar microemulsões. Essa propriedade resulta na diminuição de forças 

repulsivas entre fases e permite que estas se misturem e interajam mais facilmente (SARUBBO 

et al., 2022). Dessa forma, são utilizados nos mais diversos setores, como componentes de 

detergentes, dispersantes, agentes emulsificantes, umectantes e formadores de espuma 

(JIMÉNEZ-PENÃLVER et al., 2019). 

 A maioria dos surfactantes disponíveis comercialmente são derivados da indústria 

petroquímica e de fonte não renovável, levantando preocupações em relação a bioacumulação 

em solos e águas, devido sua alta toxicidade e baixa biodegradabilidade (REBELLO et al., 

2014). Os mais utilizados atualmente são os surfactantes nonilfenol etoxilado (NPE) e o 

alquilbenzeno linear sulfonado (LAS), os quais têm sido relacionados a esses impactos 

negativos ao meio ambiente e à saúde humana, resultando em regulamentações mais restritivas 

sobre o seu uso e concentração permitida, além de instigar a busca por compostos alternativos 

(VILLARREAL-REYES et al., 2022).  

Assim, a crescente preocupação ambiental atrelada a busca por alternativas mais 

sustentáveis, fez expandir o interesse acerca dos surfactantes microbianos, os biossurfactantes. 

Estas são moléculas inteiramente naturais, produzidas por diversos microrganismos como 

produtos metabólitos durante a fermentação (NAUGHTON et al., 2019). A função biológica 

desses compostos tensoativos ainda não é totalmente compreendida, porém sabe-se que a sua 

produção está associada a assimilação de substratos insolúveis, reserva de nutrientes, aumento 

de motilidade, desenvolvimento de biofilme, e fatores antimicrobianos (DE CLERCQ et al., 

2021; TWIGG et al., 2021). 

Os biossurfactantes podem ser classificados em baixa e alta massa molecular, 

variando entre 500 Da a 1500 Da (Figura 1). Biossurfactantes de baixa massa molecular são 

mais efetivos na redução de tensões superficiais, enquanto os de alta massa, também 

conhecidos como bioemulsificantes, são direcionados para estabilização de emulsões 

(SHARMA; OBEROI, 2017). Dentre todas as classes, os glicolipídios são os mais 

extensivamente investigados, destacando a subclasse dos soforolipídios (WANG et al., 2019). 
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Atualmente, estes biossurfactantes estão disponíveis comercialmente por diversas empresas 

(Tabela 1).  

 

Figura 1. Classificação dos principais biossurfactantes em relação a massa molecular 

 

 

Em comparação com os análogos químicos, os biossurfactantes são obtidos de fonte 

renovável, possuem baixa toxicidade, alta especificidade e eficiência de operação, além de 

estabilidade em condições ambientais adversas de temperatura, pH e salinidade, tornando-os 

adequados para uma ampla gama de aplicações industriais (MARCHANT; BANAT, 2012).  

Em 2016, o mercado global de surfactantes biológicos foi avaliado em US$ 3,99 

bilhões, com um aumento projetado para US$ 5,52 bilhões para 2022, devendo atingir a marca 

de US$ 6,5 bilhões até 2027, representando uma taxa de crescimento anual de 5,6% (QAZI; 

WANG; DAI, 2022). Dessa forma, os biossurfactantes têm sido apontados como uma 

alternativa sustentável, biodegradável e biocompatível, que apresentam funcionalidades 

semelhantes aos análogos químicos, porém trazendo inovações e conceitos fundamentais para 

a adoção de uma economia circular.  
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Tabela 1. Empresas de biossurfactantes em nível comercial 

 

Biossurfactantes Empresas País Uso 

Ramnolipídios 

Iwata Chemical  Japão 

Produtos de limpeza 
 Agricultura 
 Produtos alimentícios 
Cosméticos 
Farmacêuticos 
Recuperação 
aprimorada de petróleo 
(EOR)  

MG Intobio  Coréia do Sul 
AGAE Technologies  Estados Unidos 
Jeneil Biosurfactant  Estados Unidos 
Rhamnolipids Company Estados Unidos 
BioFuture Irlanda 
Logos Technologies Estados Unidos 

TensioGreen Estados Unidos 

Manosileritritol lipídios Henkel Alemanha 
Produtos de limpeza 
 Cosméticos 

Soforolipídios 

Ecover  Bélgica 

Agricultura 
 Detergentes  
Produtos de limpeza 
Cosméticos 
 Controle de pragas 

Soliance França 
SyntheZyme Estados Unidos 
Kaneka Co Japão 
Kao Co Japão 
Apollo Biolife Índia 
Holliferm Reino Unido 
Bio Base Europe Pilot 
Plant 

Bélgica 

AmphiStar Bélgica 
Evonik Alemanha 
Saraya Japão 

 

3.2 Soforolipídios – Classificação e estrutura 
 

Soforolipídios são biossurfactantes pertencentes à classe dos glicolipídios e devido 

seus altos rendimentos de produção e seu potencial para uma ampla gama de aplicações, tem 

sido a classe de surfactantes microbianos que mais avança em direção à aplicação comercial 

(SARUBBO et al., 2022; WANG et al., 2019). Sua estrutura química é composta por um 

dissacarídeo de soforose (O β-D-glicopiranosil-2→1-β-D-glicopiranose) unida por ligação β-
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glicosídica entre o carbono 1’ e o carbono terminal (ω) ou sub-terminal (ω-1) de uma cadeia 

de ácido graxo (ASHBY; SOLAIMAN, 2010; FELSE et al., 2007).  

Sabe-se que a sua produção ocorre como uma mistura de diferentes congêneres, 

dependendo das condições de cultivo e do microrganismo produtor, sendo divididos em formas 

lactônicas e acídicas (DIERICKX et al., 2021). Na forma acídica, a extremidade do ácido 

carboxílico é livre, pois é ligado a apenas um monômero de glicose, apresentando uma estrutura 

de cadeia aberta. Já a estrutura lactônica é internamente esterificada na posição 4” da soforose, 

o que a faz apresentar uma estrutura de anel fechado (ASMER et al., 1988). Essas diferenças 

estruturais resultam em propriedades específicas, como boa solubilidade em água para os 

acídicos e baixa solubilidade para os lactônicos (DE CLERCQ et al., 2021).  

Essas duas formas podem ainda sofrer variações estruturais em relação ao grau e 

posição de acetilação da soforose (6’ ou 6’’) e na estrutura do ácido graxo sobre o seu 

comprimento da cadeia, grau de saturação e posição da hidroxilação (VAN BOGAERT; 

ZHANG; SOETAERT, 2011). A Figura 2 apresenta algumas das principais formas encontradas 

do soforolipídios produzidos pela cepa selvagem da levedura Starmerella bombicola. Essas 

diferenças químicas podem ser reguladas geneticamente ou por variação das condições de 

fermentação, que ocasionarão diferentes propriedades físico-químicas e biológicas dos 

soforolipídios, refletindo em suas futuras aplicações (MA et al., 2019; QAZI; WANG; DAI, 

2022). 
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Figura 2. Estruturas químicas dos soforolipídios nas principais formas produzidas pela cepa 

selvagem da levedura S. bombicola (1. acídico não-acetilado, 2. acídico mono-acetilado, 3. 

acídico di-acetilado, 4. lactônico não-acetilado, 5. lactônico mono-acetilado, 6. lactônico di-

acetilado 

 

 

Fonte: Qazi; Wang; Dai (2022) 

 

3.3 Soforolipídios – Microrganismos produtores e biossíntese 
  

Os soforolipídios são considerados metabólitos secundários, sendo produzidos no 

final da fase exponencial e início da fase estacionária do microrganismo (HOMMEL et al., 

1987). Foi primeiramente descrito em 1961, sintetizado pela levedura Torulopsis magnoliae 

(GORIN; SPENCER; TULLOCH, 1961), porém atualmente sabe-se da existência de vários 

microrganismos produtores de soforolipídios, como os descritos na Tabela 2. A levedura mais 

conhecida e estudada atualmente é a Starmerella bombicola, devido seus altos rendimentos de 
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produção (> 200 g/L) (DAVILA; MARCHAL; VANDECASTEELE, 1997; ZHANG et al., 

2018) atrelada a sua não patogenicidade, garantindo-lhe o status de seguridade Generally 

Recognized as Safe (GRAS) pela agência americana Food and Drug Administration (FDA) 

(PAULINO et al., 2016).  

 

Tabela 2. Microrganismos produtores de soforolipídios 

Microrganismos Referências 

Candida albicans 

Candida bogoriensis 

Candida antarctica 

Candida apicola 

Candida floricola 

Candida glabrata 

Candida batistae 

Candida kuoi 

Candida rugosa 

Candida riodocensis 

Candida stellata 

Candida tropicalis 

Candida parapsilosis 

Yang et al. (2012); Zhang et al. 2018; Gaur et al. (2019) 
Tulloch et al. (1968) 
Accorsini et al. (2012) 
Kurtzman et al. (2010) 
Konish et al. (2018) 
Gaur et al. (2019) 
Konish et al. (2008) 
Price et al. (2012) 
Chandran e Das (2011) 
Kurtzman et al. (2010) 
Kurtzman et al. (2010) 
Chandran e Das (2011) 
Garg; Priyaka; Chatterjee (2018) 

Starmerella bombicola 

Wadekar et al. (2012); Jadhav; Pratap; Kale (2019); 
Maddikeri et al. (2015); Silveira et al. (2019); Hipólito et 
al. (2020); Caretta et al. (2021); Minucelli et al. (2017) 

Wickerhamiella domercqiae 

 

Wickerhamiella anomalus 

Ma et al. (2014); Liu et al. (2017); Gonçalves et al. (2020) 
 
Souza et al. (2018) 

Rhodotorula babjevaeYS3 

Rhodotorula mucilaginosa 

Sen et al. (2017) 
Chandran e Das (2011) 

Pseudohyphozyma bogoriensis Wang et al. (2015) 

 

A levedura S. bombicola foi isolada de néctar de flores silvestres (1954) e mel de 

abelhas (1964-1967) por Spencer et al. (1970), identificando-as inicialmente como Torulopsis 

bombicola. Posteriormente, a levedura foi reclassificada como Candida bombicola e mais 

recentemente renomeada para S. bombicola em 2012 (MCNEILL et al., 2012). Seu habitat 

natural possui relação direta com a produção de soforolipídios, uma vez que se trata de um 

ambiente de alta pressão osmótica (baixa atividade de água) pela abundância de açúcares 
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presentes no mel, assim como disponibilidade de substratos hidrofóbicos, derivados da cera de 

abelha e óleos vegetais das sementes das flores (DE CLERCQ et al., 2022). 

Essas condições ambientais trazem respostas para compreender o motivo que a S. 

bombicola produz soforolipídios, já que estes são metabólitos secundários e não participam de 

funções essenciais relacionadas ao crescimento e manutenção celular (ASMER et al., 1988; 

ROELANTS et al., 2019). Além disso, foi observado que a levedura é capaz de catabolizar 

soforolipídios em condições desfavoráveis, como a falta de substratos disponíveis (HOMMEL 

et al., 1994).  

Assim, a produção de soforolipídios pela S. bombicola é explicada por fatores de 

proteção e competição: a levedura converte fontes de carbono que seriam facilmente 

degradadas por outros microrganismos, como açúcares e ácidos graxos, em compostos com 

atividade antimicrobiana, os soforolipídios.  Dessa forma, a S. bombicola consegue armazenar 

extracelularmente um composto que poderá servir de fonte de carbono em momentos de 

estresse e escassez de nutrientes, competindo de forma muito mais eficiente com outros 

microrganismos do seu habitat (DE CLERCQ et al., 2022).  

Fontes de carbono hidrofílicas e hidrofóbicas são normalmente fornecidas para a 

produção de soforolipídios (ASMER et al., 1988). Sabe-se, no entanto, que estes podem ser 

produzidos apenas com fontes hidrofílicas, porém, os melhores rendimentos são alcançados 

quando ambas as fontes são combinadas, devido ao direcionamento da fonte hidrofílica para 

formação da soforose e da hidrofóbica para a cauda lipídica (BAJAJ; TILAY; ANNAPURE, 

2012).  

O ácido graxo da estrutura dos soforolipídios pode ser alterado pelo fornecimento de 

fontes hidrofóbicas alternativas (ASHBY et al., 2008). Já a porção da soforose não sofre essa 

modificação, apesar do emprego de diversos açúcares, como sacarose, frutose e lactose 

(ZHOU; KOSARIC, 1993, 1995). Isso se deve ao fato de que as fontes hidrofílicas 

normalmente não são incorporadas de forma direta na estrutura dos soforolipídios, mas sim 

fornecidas como glicose-6-fosfato para glicogênese a partir da UDP-glicose ou em açúcares 

redutores, sendo direcionadas para a glicólise e ciclo de Krebs (HOMMEL et al., 1994; 

WONGSIRICHOT; INGHAM; WINTERBURN, 2021).  

A via metabólica de produção dos soforolipídios pela S. bombicola é apresentada na 

Figura 3. Os precursores podem ser ácidos graxos suplementados diretamente ao meio, ou pelo 

fornecimento de triacilgliceróis, alcanos, álcoois, e aldeídos, que sofrerão ação de lipase para 

obtenção do ácido graxo livre (COOPER; PADDOCK, 1984). Caso não seja disponibilizado 

uma fonte hidrofóbica, os ácidos graxos serão obtidos a partir do acetil-CoA derivado da 
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glicólise por síntese de novo (GUPTA, 2012). Já se a concentração de açúcares no meio for 

baixa, e a de ácidos graxos elevada, o metabolismo será direcionado para a via de β-oxidação, 

a fim de promover a manutenção celular, interrompendo a produção de soforolipídios (VAN 

BOGAERT et al., 2007). 

A biossíntese inicia-se com a hidroxilação do carbono terminal ou subterminal do 

ácido graxo pela enzima CYP52M1 citocromo P450 monooxigenase (Etapa I), resultando em 

uma cadeia de ácido graxo hidroxilado. Existe uma regiosseletividade desta enzima aos ácidos 

graxos de cadeia C16-C18, em especial aos monoinsaturados, o que leva a uma alta 

incorporação e produtividade (exemplo ácido oleico C18:1) (FELSE et al., 2007). Ácidos 

graxos de cadeia maiores são direcionados para via de β-oxidação para produzir acetil-CoA, 

enquanto os de tamanho menor serão direcionados para a via síntese de novo para sofrer 

extensão (JEZIERSKA et al., 2019; WONGSIRICHOT; INGHAM; WINTERBURN, 2021). 

Esta etapa de hidroxilação é seguida pela adição de duas moléculas de UDP-glicose 

(doador do grupo glicosil), utilizando duas enzimas distintas, que resultarão na adição da 

soforose na cadeia lipídica (Etapa II). A primeira glicosilação será realizada pela enzima 

UGTA1 glicosiltransferase que acopla a glicose na posição C1’ do grupamento hidroxila ω ou 

ω-1 do ácido graxo; e a segunda glicose pela UGTB1 glicosiltransferase na posição C2’ (VAN 

BOGAERT; ZHANG; SOETAERT, 2011).  

A primeira estrutura formada é o soforolipídio acídico, que pode sofrer acetilação na 

porção da soforose pela enzima acetiltransferase, transferindo um grupo acetil para as posições 

6' e/ou 6'' da porção da soforose, resultando em soforolipídios acídicos mono e diacetilados 

(SAERENS et al., 2011) (Etapa III). A biossíntese de soforolipídios acídicos ocorre 

intracelularmente, os quais serão transportados para fora das células por um transportador de 

soforolipídios específico (MDR), onde ocorrerá a última reação enzimática de esterificação da 

extremidade carboxílica livre com o C4' da soforose pela lactonesterase (SBLE), dando origem 

aos soforolipídios lactônicos (Etapa IV) (CIESIELSKA et al., 2016). 

  O conhecimento acerca da via biossintética dos soforolipídios, juntamente com o 

desenvolvimento de ferramentas moleculares, permitiu o desdobramento de estratégias para 

direcionar a produção de produtos específicos ou com mais uniformidade química, como a 

criação da técnica de deleção ou superexpressão da enzima SBLE para a produção de 

soforolipídios 100% acídicos ou lactônicos, respectivamente (ROELANTS et al., 2016). 
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Figura 3. Via de biossíntese dos soforolipídios 

 

 
Fonte: Gupta (2012) modificado 

 

3.4 Soforolipídios – Condições de cultivo e meios de produção 
 

Soforolipídios são produzidos majoritariamente por fermentação submersa utilizando 

glicose e ácido oleico como fontes de carbono hidrofílica e hidrofóbica, respectivamente. No 

entanto, atualmente existe uma grande quantidade de estudos relatando o uso de fontes 

alternativas e resíduos industriais a esses substratos de primeira geração, objetivando a 

diminuição dos custos de produção e o aumento da competitividade econômica dos 
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soforolipídios (JIMÉNEZ-PENÃLVER et al., 2019). Na Tabela 3 estão descritas algumas 

produções de soforolipídios variando as condições de cultivo e os substratos utilizados.  

Os trabalhos da literatura relatam a utilização de monossacarídeos (glicose, frutose, 

manose), dissacarídeos e oligossacarídeos (sacarose, lactose, maltose, rafinose), sendo que 

mais de 60% dos artigos empregam glicose como fonte hidrofílica, seguido do melaço de cana-

de-açúcar com 17% das publicações (JIMÉNEZ-PEÑALVER et al., 2019). Além da 

preferência metabólica comprovada pela glicose, este açúcar continua sendo muito empregado 

como fonte de referência para verificar os efeitos de substituição de substratos alternativos 

(MA et al., 2019). 

Em relação as fontes hidrofóbicas, pesquisas tem focado na substituição de ácido 

oleico por óleos vegetais mais baratos, como óleo de coco, milho, jatropha, neem, oliva, 

karanja, girassol, soja, entre outros (JIMÉNEZ-PEÑALVER et al., 2019).  Óleos que possuem 

uma alta composição em ácido oleico (C18:1) e esteárico (C18:0) também são muito utilizados, 

como óleo de girassol e de canola, pois resultam em uma alta produtividade devido a 

regiosseletividade da enzima P450 monooxigenase por esses ácidos graxos (DAVILA; 

MARCHAL; VANDERCASTEELE, 1994).  

Fontes de nitrogênio também são importantes para a produção, destacando o extrato 

de levedura que é o mais utilizado, pois é considerado um macronutriente de composição 

orgânica completa em relação a nitrogênio, íons metálicos e vitaminas (ROELANTS et al., 

2019). A sua adição ao meio tem se demonstrado benéfica, no entanto foi observado que baixas 

concentrações (1 g/L) promovem a produção de soforolipídios, enquanto concentrações altas 

(>10 g/L) desfavorecem a biossíntese, sendo principalmente direcionada para a produção de 

biomassa (CASAS; GARCÍA-OCHOA, 1999; VAN RENTERGHEM et al., 2019). 

Íons metálicos também demonstraram importância na síntese de soforolipídios, 

participando como cofatores de diversas enzimas. Sabe-se que o íon Fe2+ é necessário para a 

atividade eficiente da enzima monooxigenase P450 e Mg2+ é cofator das enzimas 

glicosiltransferases UGTA1 e UGTB1 (ROELANTS et al., 2019; SAERENS et al., 2011). No 

entanto, um excesso de íons metálicos pode acarretar diminuição da produção de 

soforolipídios, devido aos efeitos de acúmulo e impacto negativo na formação de biomassa 

(FELSE et al., 2007). 
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Tabela 3. Produção de soforolipídios variando as condições de fermentação 

 

Microrganismo Substratos Tipo 
Volume 

(L) 
Tempo 

(h) 
Soforolipídios  

(g/L) 
Referências 

S. bombicola 

ATCC 22214 

Glicose e éster etílico  Batelada alimentada 4 192 320 Davila; Rémy; Vandecasteele (1992) 
Soro de leite desproteinizado e óleo de 
canola 

Batelada alimentada 30 280 280 Daniel et al. (1998a) 

Soro de leite desproteinizado e óleo de 
canola  

Batelada alimentada 3 580 422 Daniel et al. (1998b) 

Glicose, óleo de canola e licor de milho Batelada alimentada 40 120 300 Rau et al. (2001) 
Resíduos do biodisel  Batelada alimentada 2 168 60 Ashby et al. (2005) 
Mel e óleo de milho Batelada alimentada 3  432 400 Pekin; Vardar-Sukan; Kosaric (2005) 
Glicose e óleo usado  Batelada simples 3,5 420 50 Fleurackers et al. (2006) 
Glicose e óleo usado  Batelada simples 0,9 240 34 Shah et al. (2007) 
Melaço de cana-de-açúcar, leite em pó, 
óleo ghee e óleo de soja 

Erlenmeyer 0,05 192 38,76 Daverey; Pakshirajan (2009) 

Glicerol e ácido oleico Batelada alimentada 0,05 168 12.7 Ashby; Solaiman (2010) 
Glicose, água residual de laticínios e 
óleo de soja 

Erlenmeyer 0,05 240 62 Daverey; Pakshirajan (2011) 

Resíduo de glicerol e óleo de girassol  Erlenmeyer 0,05 200 6.36 Wadekar et al. (2012) 
Glicose e óleo de canola Batelada alimentada 10   200 Gao et al. (2013) 

Glicerol e óleo de karanja Erlenmeyer 0,05 200 5.91 Bhangale et al. (2014) 
Glicose e óleo usado  Batelada alimentada 2,25 240 55.6 Maddikeri et al. (2015) 
Glicose e óleo de peixe Erlenmeyer 0,01 168 21.8 Hoa et al. (2017) 
Glicose e gordura de frango Erlenmeyer 0,025  120 40 Minucelli et al. (2017) 
Hidrolisado de palha de milho e graxa 
amarela 

Batelada alimentada 3  168 52.1 Samad et al. (2017) 

Glicose e óleo de canola 
Integrada com 
recuperação 
 de produto 

1 1023 623 Dolman et al. (2017) 
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C. albicansO-13-
1 

Glicose e ácido oleico Semicontínua 5 300 477 Zhang et al. 2018 

C. floricola 

ZM1502 

Resíduo de glicerol e éster de ácido 
graxo C18 

Batelada alimentada 2 180 169 Konish et al. (2018) 

S. bombicola 
ATCC 22214 

Glicose e óleo de cavalo Batelada alimentada 5  168 71,7 Maeng et al. (2018) 

S. bombicola 

ATCC 22214 
Glicose e óleo de canola Batelada alimentada 2,5 119 226.7 Chen et al. (2019) 

S. bombicola 

MTCC1910 

Glicose e óleo de girassol usado Batelada simples 2  192 51.5 Jadhav et al. (2019) 
Glicose e óleo de girassol usado Erlenmeyer 0,05 192 41.6 Jadhav et al. (2019) 

S. bombicola 

ATCC 22214 

Glicose, óleo de canola e licor de milho 

Semicontínua/ 
Integrada com 
recuperação 
 de produto 

2,5 221 342 Liu et al. (2019) 

Hidrolisado de resíduo de alimentos, 
glicose e ácido oleico 

Batelada alimentada 1,15/2 92 115.2  Kaur et al. (2019) 

Hidrolisado de resíduo de alimentos, 
glicose e ácido oleico 

Semicontínua/ 
Integrada com 
recuperação 
 de produto 

1,5/2 240 874.6 g  Wang et al. (2019) 

Glicose e biodisel  Batelada alimentada 2  216 224.2 Kim et al. (2020) 
Glicose e ácido oleico Batelada simples 3,5 288 69.83 Silveira et al. (2019) 
Glicose e óleo de canola Batelada alimentada 50 144 53.2 Kim et al. (2021a) 

C. batistae KCTC 
17,425 (CBS 

8550) 

Glicose e óleo usado  Batelada alimentada 2 288 315.6 Kim et al. (2021b) 

S. bombicola 

ATCC 22214 

Glicose e ácido oleico Batelada simples 3,5  288 111.25  Caretta et al. (2021) 
Glicose e óleo de canola Erlenmeyer 0,05  168 40 Ingham et al. (2022) 
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Além dos diferentes substratos e meios de cultivo empregados, os parâmetros como 

temperatura, pH, agitação, e modo de fermentação são muito importantes para a produção de 

soforolipídios, influenciando diretamente na produtividade. Na literatura, 70% dos estudos 

definiram a temperatura ótima de produção em 30 ºC, no entanto sabe-se que a produção de 

soforolipídios não é impedida na faixa entre 21-30ºC (JIMÉNEZ-PEÑALVER et al., 2019; 

VAN BOGAERT et al., 2011).  

Em relação ao pH, existem dois momentos cruciais em que este parâmetro é 

importante. Durante a fase exponencial, para o crescimento da biomassa, é necessário que o 

pH esteja entre 4,5-6. Com o avanço da fermentação, ocorrerá a acidificação natural do meio e 

o pH cairá para 3-3,5, fase em que ocorre a produção de soforolipídios. No estudo de Daverey 

e Pakshirajan (2010) foi observado que o controle do pH inicial em 6 e posteriormente em 3,5 

(após a queda natural), ocasionou em um aumento de 30% na produção de soforolipídios.   

Para a agitação, a faixa de 150-210 rpm é a mais utilizada (JIMÉNEZ-PEÑALVER et 

al., 2019). Maddikeri et al. (2015) estudaram o efeito de diferentes velocidades de agitação na 

produção de soforolipídios e relatou que altas velocidades (>350 rpm) tiveram um melhor 

desempenho do que as baixas (150 rpm), destacando que o meio de fermentação deve ser 

agitado vigorosamente.  

Alguns estudos utilizaram de aeração em combinação com a agitação, através de fluxo 

de ar constante entre 1-2 vvm ou saturação de oxigênio definida entre 25-30%, utilizando um 

sistema de agitação em cascata (400-1200 rpm) (DIERICKX et al., 2022). O fornecimento 

suficiente de oxigênio é um parâmetro importante a ser considerado durante o processo de 

fermentação, já que as células da levedura são extremamente sensíveis à limitação de O2 e boas 

condições de aeração são importantes para a produção de soforolipídios, pois a enzima P450 

monooxigenase utiliza oxigênio molecular (GUILMANOV, 2002; VAN BOGAERT 2007). 

O modo de fermentação adotado também é um parâmetro importante para melhorar a 

produtividade. Os mais utilizados para produção de soforolipídios pela S. bombicola são 

fermentação submersa em batelada simples e alimentada. Estudos mais recentes têm 

demonstrado a viabilidade de utilizar fermentação em estado sólido, utilizando farelo de trigo, 

palha de trigo, e bolo residual do óleo de girassol (JIMÉNEZ-PEÑALVER et al., 2016, 2017). 

A maioria das fermentações foi conduzida em batelada simples (72%) (JIMÉNEZ-

PEÑALVER et al., 2019), no entanto os estudos utilizando batelada alimentada apresentaram 

resultados de rendimento e produtividade superiores (MA et al., 2019; MADDIKERI et al., 

2015; PEKIN et al., 2005).  
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A estratégia de batelada alimentada é mais eficiente que a batelada simples, pois 

consegue canalizar as fontes de carbono para construção do produto ao invés de CO2 (MA et 

al., 2020). A média de valores de rendimento e produtividade de bateladas simples são 

reportadas como 0,19 g/g e 0,41 g/L/h, respectivamente. Já para fermentações em batelada 

alimentada, a média para esses valores são de 0,36 g/g e 1,08 g/L/h (WANG et al., 2019). 

Além dessas estratégias, tecnologias integradas, como sistema de separação in situ, 

tem sido empregada para melhorar ainda mais a eficiência da produção (DOLMAN et al., 2017; 

ZHANG et al., 2018). Nesses estudos, soforolipídios são constantemente separados do caldo 

de fermentação, dessa forma evitando problemas de acúmulo do produto que aumentam a 

viscosidade do caldo, e subsequentemente causam a diminuição do oxigênio dissolvido e 

inibição do produto. Com essa estratégia, valores superiores à 400 g/L de soforolipídios 

puderam ser obtidos. 

Conforme demonstrado, muitos estudos já foram realizados acerca dos diferentes 

substratos e condições de cultivo que podem ser empregadas na produção de soforolipídios. 

No entanto, os altos custos relacionados ao seu processo produtivo ainda são um obstáculo para 

a competitividade econômica (ROELANTS et al., 2018; WANG et al., 2020). Substratos 

convencionais, como glicose, ácido oleico e extrato de levedura, afetam consideravelmente o 

custo total de produção, podendo impactar em até 30% no valor do produto final 

(MUKHERJEE; DAS; SEN, 2006). 

A principal dificuldade é o alto custo do quilo de produto, causado principalmente por 

produção em pequena escala e baixa eficiência (ROELANTS et al., 2018; VAN 

RENTERGHEM et al., 2018). Estima-se que o custo dos soforolipídios seja em torno de 20-

30 €/kg, enquanto os surfactantes sintéticos são vendidos a valores entre 1-6 €/kg (DIERICKX 

et al., 2021). Atualmente, os biossurfactantes contam apenas com 10% do mercado mundial de 

surfactantes, sendo a principal justificativa o alto custo de produção (SARUBBO et al., 2022). 

A utilização de matérias-primas renováveis mais baratas, ou até mesmo materiais 

residuais, levariam a uma queda considerável do valor da produção. Além disso, a utilização 

desses subprodutos contribuiria para a construção de uma economia circular: agregando valor 

econômico a estes resíduos ao passo que minimizaria a questão ambiental da sua destinação, 

objetivando o gerenciamento eficaz desses resíduos (HUAIMIN et al., 2018; WANG et al., 

2018). 

O desafio atual é aumentar a produtividade dos soforolipídios, diminuindo os custos 

de produção e os impactos ambientais (CLAUS; VAN BOGAERT, 2017; KAUR et al., 2019; 

ROELANTS et al., 2018), através da conversão de resíduos em produtos de alto valor, como 
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os soforolipídios (HUAIMIN et al. 2018; MA et al., 2019). Um material que recentemente 

começou a ser explorado para a produção de soforolipídios são os resíduos alimentares (KAUR 

et al., 2019; WANG et al., 2019, 2020).  

Estes resíduos possuem grande potencial de utilização como substrato para 

fermentações devido sua enorme disponibilidade de matéria orgânica, como carboidratos, 

proteínas e lipídios (NG et al., 2020). A pesquisa sobre o uso de resíduos alimentares como 

substrato alternativo está como um dos tópicos mais promissores para reduzir o impacto 

ambiental e o custo de produção de soforolipídios (WANG et al., 2018). 

 

3.4.1 Resíduos alimentares: um substrato alternativo de grande potencial para produção de 
soforolipídios 
 

A perda e o desperdício de alimentos são um problema mundial. A rápida urbanização, 

crescimento econômico e a consequente geração indiscriminada de resíduos tornaram-se uma 

preocupação tanto para países desenvolvidos como em desenvolvimento (DAL’MAGRO; 

TALAMINI, 2019). Em 2013, foi estimado que um terço de toda produção de alimentos é 

perdida, atingindo 1,3 bilhões de toneladas de resíduos alimentares anualmente em todo o 

mundo (FAO, 2013). Mais recentemente, outro relatório divulgado pela FAO relatou que cerca 

de 14% dos alimentos produzidos são perdidos antes de chegar ao nível de varejo (FAO, 2019).  

Conforme dados da Associação Brasileira de Empresas de Limpeza Pública e 

Resíduos Especiais, a geração de resíduos sólidos urbanos no Brasil aumentou 1% em 2018, 

em relação ao ano anterior, contabilizando um total de 79 milhões de toneladas. 

Adicionalmente, o sistema de coleta apresenta diversas falhas, favorecendo o destino impróprio 

desses resíduos e trazendo enormes impactos ambientais. Apenas 59,5% desses resíduos foram 

destinados à aterros sanitários, sendo o restante despejado em locais inadequados, que não 

possuem medidas de prevenção à saúde humana e ambiental (ABRELPE, 2018).  

Em 2008, o Brasil foi considerado um dos dez principais países em desperdício de 

alimentos no mundo (GOULART, 2008). Na cadeia produtiva são perdidos cerca de 45% das 

frutas e vegetais, 30% de cereais, 30% de peixes e frutos do mar e 20% de carnes e produtos 

lácteos. As fases em que ocorrem os maiores desperdícios são as de manuseio e transporte, 

porém as etapas de abastecimento e comercialização, produção no campo, venda em 

supermercados e os próprios consumidores também contribuem (EMBRAPA, 2022).   

Paralelo a isso, o Brasil se comprometeu com a meta de desenvolvimento sustentável 

12.3 do Programa de Desenvolvimento das Nações Unidas, que almeja reduzir pela metade o 
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desperdício de alimentos global per capita nos níveis de produção e consumo até 2030 (UNEP, 

2015). Dessa forma, estratégias de prevenção, redução e gerenciamento de resíduos alimentares 

se fazem necessárias. Nos últimos anos, a ideia de economia circular tem sido enaltecida, a 

qual possui como estratégia principal a prevenção e reutilização de resíduos de forma 

sustentável (SATPUTE; PŁAZA; BANPURKAR, 2017). 

Processos têm sido desenvolvidos para converter resíduos alimentares em bioprodutos 

de valor agregado, como por exemplo os soforolipídios. A fermentação microbiana tem sido 

utilizada como uma estratégia emergente para a conversão de resíduos alimentares, que são 

considerados excelentes matérias-primas devido aos seus teores elevados de carboidratos, 

proteínas e lipídios (NG et al., 2020). 

 Como relatado anteriormente, as matérias-primas utilizadas na produção de 

soforolipídios possuem um impacto muito grande no preço do produto final. Portanto, para 

superar esse problema, extensos estudos vêm investigando a substituição de substratos 

refinados por subprodutos e resíduos, não apenas do ponto de vista de custo-benefício, mas 

também para contribuir para um bioprocesso mais sustentável (MA et al., 2019; QAZI; 

WANG; DAI, 2022; WONGSIRICHOT; INGHAM; WINTERBURN, 2021). 

Nesse sentido, os resíduos de alimentos têm sido recentemente investigados para a 

produção de soforolipídios, destacando seu potencial e resultados iniciais promissores 

comparáveis às matérias-primas de primeira geração. Já foram obtidos valores de produção e 

produtividades de 115,2 g/L e 1,25 g/L/h, respectivamente, o que incentiva novas pesquisas 

para melhorias e otimizações (HU et al., 2021; KAUR et al., 2019; WANG et al., 2019).  

 

3.5 Soforolipídios – Propriedades e Aplicações  
 

Os soforolipídios são moléculas anfifílicas que possuem a capacidade de diminuir a 

tensão superficial e interfacial de compostos, tornando-os potencialmente aplicáveis nas mais 

diversas áreas. Dentre as aplicações, destacam-se como agentes detergentes e emulsificantes 

na indústria de limpeza, em formulações cosméticas, recuperação de petróleo, biorremediação 

de solos e águas, agentes antimicrobianos, antivirais, anticâncer, anti-inflamatórios e 

cicatrizantes (BANAT, 1995; BORSANYIOVA et al., 2016; LI et al., 2017; LYDON et al., 

2017; MAENG et al., 2018; MINUCELLI et al., 2017; SILVEIRA et al., 2019; TANG et al., 

2018). 

É importante salientar que as formas acídicas e lactônicas dos soforolipídios 

apresentam propriedades físico-químicas e biológicas diferentes, o que irão impactar em suas 
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futuras aplicações (VAN BOGAERT et al., 2007). De forma geral, estruturas lactônicas são 

mais hidrofóbicas e possuem melhores ações antimicrobianas e mais eficiência na diminuição 

da tensão superficial (SILVEIRA et al., 2018; ZHANG et al., 2017). Já as formas acídicas 

apresentam boa solubilidade em água e são considerados bons agentes espumantes, 

demonstrando grande potencial em biorremediação e na indústria cosmética (NAUGHTON et 

al., 2019). 

Atualmente, 46,3% da produção de surfactantes no mundo é direcionada para compor 

a formulação de detergentes domésticos (RANJI; BABAJANZADEH; SHERIZADEH, 2019). 

Os soforolipídios possuem uma grande oportunidade nesse nicho comercial, apresentando 

vantagens como biodegradabilidade, baixa toxicidade e produção de base biológica e 

sustentável (DIERICKX et al., 2021). Diversos trabalhos têm descrito o uso de soforolipídios 

em formulações para produtos de limpeza, como agentes desengordurantes, germicidas, 

desinfetantes e inibidores de biofilmes em superfícies e materiais (DEVELTER; JACOBS; 

RENKIN, 2003; DIAZ DE RIENZO, 2016; KARSTEN; DREJA; NOGLICH, 2010).  

A empresa Belga Ecover comercializa seus produtos do segmento de limpeza, higiene 

pessoal, e lavanderia formulados com a adição de soforolipídios na sua composição. A empresa 

química Evonik da Alemanha recentemente também lançou em seu portfólio um produto a base 

de soforolipídios chamado Rewoferm®SL, o qual poderá ser utilizado para múltiplas funções.  

O segundo maior segmento de mercado dos surfactantes se encontra nas aplicações 

cosmética e de higiene pessoal. Nos últimos anos, este mercado tem apresentado projetos mais 

sustentáveis, apostando em matérias-primas de fonte renovável, através da incorporação de 

compostos vegetais e de base biológica (DIERICKX et al., 2021). Essa tendência atrelada ao 

preço de comercialização mais elevado destes tipos de produto, torna esse segmento ideal para 

a entrada de novas moléculas, como os soforolipídios.  

O uso de soforolipídios em composições cosméticas e dermatológicas foi patenteado 

em 1994 (HILLION, 1994) e a sua comercialização ocorre desde o início dos anos 2000 

(DIERICKX et al., 2021). Atualmente a empresa Givaudan da Suíça e a MG Intobio LTD da 

Coréia do Sul comercializam os produtos Sopholiance® e Sopholin Acne Soap, 

respectivamente, explorando as propriedades bactericidas dos soforolipídios para controle de 

bactérias responsáveis por odor, acne e infecção, como Staphylococcus epidermidis, 

Staphylococcus aureus, e Cutibacterium acnes (ASHBY et al., 2011; YATIM; AHMAD; 

HASSAN, 2010). 

Recentemente, nosso grupo de pesquisa realizou um trabalho sobre a incorporação de 

soforolipídios em formulações cosméticas com óleo de palmarosa, obtendo resultados 



34 

 

promissores sobre o controle de bactérias como S. epidermidis, S. aureus e Cutibacterium 

acnes. Além disso, as formulações apresentaram atividade antioxidante, ótima estabilidade e 

conservação sem a adição de conservante químico (FILIPE et al., 2022). 

Os soforolipídios também apresentam enorme potencial no setor da agricultura, que 

se utiliza muito de moléculas tensoativas para compor a formulação de pesticidas e herbicidas. 

A demanda por surfactantes biológicos e ambientalmente amigáveis tem aumentado nos 

últimos anos, devido a crescente preocupação da utilização de produtos tóxicos ao meio 

ambiente (CELLIGOI et al., 2020). Dessa forma, os soforolipídios têm sido investigados para 

aplicações dentro da agricultura, dentre elas: função adjuvante, emulsificante, dispersante, 

aumento de produtividade, aumento na absorção foliar e atividade antimicrobiana 

(GIESSLER-BLANK et al., 2012; SCHÖNHERR et al., 2000; SIEVERDING, 2015; 

VAUGHN et al., 2014).  

Outro trabalho desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa demonstrou a atividade 

antimicrobiana dos soforolipídios contra fungos fitopatogênicos do tomate, revelando eficácia 

no controle de Botrytis cinerea, Sclerotium rolfsii, Rhizoctonia solani e Pythium ultimum. A 

aplicação de soforolipídios na planta não apresentou fitopatogenicidade e o tratamento mais 

eficaz foi o preventivo. Os resultados apresentados neste estudo demonstram a possibilidade 

da implementação dos soforolipídios como substituintes promissores dos pesticidas químicos 

(CARETTA et al., 2021).  

Assim como nos setores descritos, os soforolipídios também estão sendo incorporados 

em produtos voltados para a agricultura, como o Rewoferm®SL e o produto ACS-Sophor® da 

empresa Allied Carbon Solutions do Japão. É esperado que a sua presença nesse setor aumente 

nos próximos anos, devido ao seu potencial de aplicação durante todos os estágios de produção 

agrícola, desde bioestimulante para germinação, aumento da biodisponibilidade de 

micronutrientes, e lavagem de frutas e hortaliças (DENGLE-PULATE et al., 2014; SHAH et 

al., 2021; SINGH; GLICK; RATHORE, 2018; VASCONCELOS et al., 2020). 

Em relação a área médica e farmacêutica, os soforolipídios ainda não são aplicados 

em nível comercial, porém diversos estudos têm demonstrado seu potencial no setor, 

destacando suas atividades biológicas, como antimicrobiana, antiflamatória e cicatrizante no 

tratamento de queimaduras (LYDON et al., 2017), ação anticâncer em células de fígado, 

pâncreas e cervical (CHEN et al., 2006; FU et al., 2008; LI et al., 2017), antiviral contra vírus 

da imunodeficiência humana (HIV) (SHAH et al., 2005), herpes (HSV) (BORSANYIOVA et 

al., 2016) e recentemente também da COVID-19 (DAVEREY et al., 2021). O biossurfactante 

tem demonstrado seguridade para uso em humanos, não apresentando toxicidade em aplicação 
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tópica (produtos cosméticos) e em aplicações intravenosas em modelos animais (DAVEREY 

et al., 2021). 

A biocompatibilidade e a baixa toxicidade dos soforolipídios também tem sido 

explorado pela indústria alimentícia (DEVELTER; LAURYSSEN, 2010; SHARMA, 2016). 

Algumas pesquisas demonstraram sua aplicabilidade como modulador nas propriedades 

sensoriais do paladar (OZDENER et al., 2019), emulsificante de alimentos (GAUR et al., 2019; 

SILVA et al., 2020), e principalmente como agente antimicrobiano contra diversos fungos e 

bactérias de origem alimentar (CHEN et al., 2020; DENGLE-PULATE et al., 2014; 

HIPÓLITO et al., 2020; OLANYA et al., 2018; SILVEIRA et al., 2019; ZHANG et al., 2017). 

A propriedade antimicrobiana dos soforolipídios está relacionada à sua natureza 

anfifílica, a qual promove a diminuição da tensão interfacial e superficial de compostos, e assim 

altera a adesão de microrganismos (PONTES et al., 2016; VALOTTEAU et al., 2017). Sua 

ação também envolve mecanismos de desestabilização e alteração da permeabilidade da 

membrana do patógeno, o que pode levar à ruptura e extravasamento do conteúdo celular 

(DENGLE-PULATE et al., 2014; FRACCHIA et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2015).  

Devido a sua especificidade de ação em membranas, os soforolipídios possuem ação 

mais eficaz contra as bactérias Gram-positivas do que em Gram-negativas (PONTES et al., 

2016; VAN BOGAERT et al., 2007). Isso se deve pela diferença estrutural na parede celular 

de cada tipo de bactéria: Gram-positivas apresentam apenas uma membrana plasmática e uma 

espessa camada de peptidoglicano; enquanto em organismos Gram-negativos há a presença de 

duas membranas, o que dificulta o mecanismo de ação e entrada dos soforolipídios (SILVEIRA 

et al., 2019).  

Além disso, sabe-se que a atividade antimicrobiana dos soforolipídios é dependente 

de suas estruturas, sendo as formas lactônicas superiores em relação à atividade antimicrobiana 

(VAN BOGAERT et al., 2007). Agentes antimicrobianos com caráter lipofílico, como os 

soforolipídios lactônicos, aumentam a permeabilidade da membrana celular, interferindo no 

transporte de íons, o que leva à inibição do crescimento microbiano, lise ou morte celular (SEN 

et al., 2020). Outros estudos constataram que os soforolipídios podem causar possíveis 

interrupções na camada fosfolipídica da membrana celular devido ao seu caráter anfifílico 

(BORAH et al., 2016; VALOTTEAU et al., 2017).  

Até o momento, as atividades antimicrobianas dos soforolipídios têm sido 

principalmente estudadas na sua forma livre em solução (KIM et al., 2002; SHAH et al., 2007; 

SILVEIRA et al., 2019; SLEIMAN et al., 2009; ZHANG et al., 2016). Pesquisas sobre a 
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incorporação de soforolipídios em matrizes poliméricas, especialmente direcionadas para 

aplicações em alimentos são escassas na literatura.  

Salman et al. (2014) descreveram o uso de um biossurfactante produzido por 

Lactobacillus rhamnosus em filmes de poliacetato de vinila (PVA), relatando resultados 

antimicrobianos promissores contra as bactérias S. aureus e Pseudomonas aeruginosa. Outro 

estudo reportou a produção de filmes de polietileno (PE) com a incorporação de ramnolipídio 

produzido por P. aeruginosa, observando propriedades antimicrobianas e antiadesivas contra 

S. aureus, Bacillus subtilis, P. aeruginosa e Klebsiella pneumoniae (HAJFARAJOLLAH et 

al., 2015). 

Também foi relatada a utilização de filmes de ácido poli (lático) (PLA) contendo 

diferentes glicolipídios:  manosileritritollipídio (MEL), soforolipídio lactônico e celobiose 

lipídio, descrevendo os efeitos da incorporação desses biossurfactantes apenas nas 

propriedades de físico-químicas dos filmes (FUKUOKA et al., 2018). Filmes de 

polihidroxialcanoato (PHA) e polihidroxibutirato (PHB) contendo soforolipídios foram 

reportados por sua ação antibacteriana contra a bactéria causadora de acnes Cutibacterium 

acnes (ASHBY et al., 2011; SOLAIMAN et al., 2015). 

Nosso grupo de pesquisa vem estudando a incorporação dos soforolipídios em 

matrizes poliméricas para o desenvolvimento de filmes e revestimentos biodegradáveis com 

propriedades antimicrobianas. Hipólito et al. (2021) descreveram a produção de filmes de 

amido incorporados com soforolipídios, relatando que a adição do biossurfactante não somente 

conferiu atividade antimicrobiana contra o fungo Botrytis cinerea, como também melhorou a 

termoestabilidade e flexibilidade dos filmes. Outros estudos contendo soforolipídios em 

matrizes de amido e pululana também foram conduzidos, como o desenvolvimento de 

revestimentos ativos para aumentar a vida útil e qualidade de morangos, e filmes bioativos para 

o controle de patógenos de pele (dados não publicados). 

Dessa forma, demonstra-se as inúmeras possibilidades da aplicação de soforolipídios 

em matrizes poliméricas, para o desenvolvimento de filmes ativos biodegradáveis, a fim de 

prolongar a vida de prateleira de alimentos perecíveis e reduzir a incidência de patógenos, 

gerando mais segurança alimentar para os consumidores. Atrelado a isso, as características de 

natureza atóxica, biocompatibilidade, biodegradabilidade e excelente atividade antimicrobiana 

fazem do soforolipídio uma biomolécula com grande potencial para o desenvolvimento de 

filmes antimicrobianos (ZHANG et al., 2016). 
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3.6. Embalagens biodegradáveis 
 

As embalagens plásticas convencionais, derivadas do petróleo, geram grandes 

problemas ambientais, pois são altamente resistentes à degradação. Um desses impactos no 

ambiente é a contaminação do habitat dos seres vivos marinhos e terrestres durante a 

fotodecomposição, perturbando assim o ecossistema e a cadeia alimentar, podendo ocasionar 

a extinção de espécies (ONYEAKA et al., 2022). Apesar dessas desvantagens associadas ao 

descarte plástico, cerca de 42% das embalagens são plásticas, seguido por papelão (31%), metal 

(15%), vidro (7%) e outros materiais (5%) (JEEVAHAN; CHANDRASEKARAN, 2019). 

O Brasil é o 4º maior produtor de lixo plástico do mundo, atrás apenas de Estados Unidos, 

China e Índia. Além disso, recicla apenas 1,2% desse material (WORLDWIDE FUND FOR 

NATURE, 2019).  Organizações regulamentadoras como a Food and Drug Adminstration (FDA) e 

European Comission (EC) têm pressionado os países para uma mudança de mercado com soluções de 

embalagens mais sustentáveis, através do emprego de materiais biodegradáveis e recicláveis, como 

também a redução das embalagens plásticas tradicionais, almejando a implementação de um modelo 

de economia circular (MOTELICA et al., 2020; UNIÃO EUROPÉIA, 2020). 

Uma das soluções atualmente é o estudo sobre o desenvolvimento de filmes e 

embalagens biodegradáveis. Estes são obtidos a partir de fontes renováveis, e podem ser 

degradados a compostos simples como água, dióxido de carbono, biomassa e subprodutos, 

apenas pela exposição ao meio ambiente (GONZÁLEZ; IGARZABAL, 2013; MOTELICA et 

al., 2020). Em comparação com os filmes de origem petroquímica, os filmes biodegradáveis 

apresentam enormes vantagens devido às suas características de biodegradabilidade, barreira e 

segurança (CHENG et al., 2019; KE et al., 2019; URANGA et al., 2019). 

Os polímeros biodegradáveis são classificados em quatro grupos: 1- agropolímeros, 

que são obtidos a partir da biomassa e compreendem os sintetizados a partir de polissacarídeos 

(amido, pectina), proteínas (gelatina, glúten) e lipídios (ceras); 2- poliésteres obtidos por 

fermentação microbiana, como polihidroxialcanoatos (PHA) e polihidroxibutirato (PHB); 3- 

poliésteres obtidos por via biotecnológica para síntese de monômeros a partir da biomassa, 

como ácido polilático (PLA); e 4- poliésteres sintetizados somente por via petroquímica 

(Figura 4) (AVÉROUS; BOQUILLON, 2004). 
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Figura 4. Classificação dos polímeros biodegradáveis 

 

 
                  Fonte: AVEROUS; BOQUILLON (2004) 

 

Dentre todos os biopolímeros, o amido se destaca pela sua abundância e baixo custo, 

podendo ser obtido a partir de fontes vegetais, como trigo, milho, arroz e batatas (KOLYBABA 

et al., 2006). Além disso, suas propriedades de biodegradabilidade, disponibilidade anual, 

comestibilidade, e não toxicidade o fazem um material de grande interesse para aplicações em 

produtos alimentícios devido sua segurança para consumo (ONYEAKA et al., 2022). O amido 

é um homopolissacarídeo composto por dois tipos de polímeros de glicose: a amilose, com 

cadeia linear, na qual as unidades de glicose são unidas por ligações do tipo α1→4, e uma 

fração ramificada chamada de amilopectina com ligações α1→4 e ramificações ligadas por 

α1→6 (MALATHI et al., 2014; MALI et al., 2005). 

Os filmes à base de amido exibem vários atributos físico-químicos semelhantes ou 

melhores que os plásticos à base de petróleo, incluindo transparência, características inodoras 

e insípidas, boa permeabilidade ao CO2/O2, alta biocompatibilidade, biodegradabilidade e 

baixa toxicidade (ASHORI; BAHRAMI, 2014). No entanto, apresentam algumas 

características inferiores aos plásticos convencionais, como propriedades mecânicas pobres, 

baixa estabilidade da água, baixa barreira de umidade devido ao forte caráter hidrofílico, além 

de alta sensibilidade à contaminação microbiana, o que tem dificultado o seu uso em aplicações 

de embalagens de alimentos (ONYEAKA et al., 2022; ORTEGA et al., 2019).  
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No entanto, o amido apresenta grandes possibilidades de modificação química, física 

ou genética, originando filmes mais resistentes e com diversas propriedades adicionais para 

aplicação (GONTARD, GUILBERT, 1996; MALI et al., 2005). Dessa forma, essas 

deficiências podem ser superadas por modificações na estrutura ou incorporação de compostos 

na matriz de amido, como materiais de carbono inorgânico, íons e nanopartículas metálicas ou 

ainda moléculas bioativas com atividades antimicrobianas e antioxidantes, como levana, 

soforolipídios, extratos de plantas e óleos essenciais (BABAPOUR et al., 2021; BIGLIARDI 

et al., 2019; COLLAZO-; KUMAR et al., 2020; HIPÓLITO et al., 2021; MENZEL et al., 

2019; SILVEIRA et al., 2020; XIE et al., 2020; XU et al., 2022).  

Outra estratégia para melhorar as propriedades mecânicas do amido é a adição de 

agentes de reticulação, o que causa a formação de ligações cruzadas entre as unidades de D-

glicose na amilose e amilopectina, resultando na redução da retrogradação e aumento da 

resistência à temperatura e condições ácidas (MENDOZA, 2015). Normalmente, ácidos 

policarboxílicos são incorporados na formulação, como o ácido cítrico, málico, malônico, 

succínico e tartárico (DASTIDAR; NETRAVALI, 2012). A seleção apropriada desses aditivos 

funcionais pode ser usada para melhorar o desempenho de filmes à base de amido, afetando 

sua microestrutura, estado físico, químico e biológico (XU et al., 2022). 

Outro biopolímero de destaque é o ácido polilático (PLA), pois apresenta propriedades 

mecânicas similares à polímeros convencionais, como ao polietileno (PE) e ao poli (tereftalato 

de etileno (PET), além de alta compatibilidade e biodegradabilidade (GAO et al., 2017; 

MARTIN; AVERÓUS, 2001). O PLA é um poliéster composto por monômeros alifáticos 

lineares, o qual é sintetizado em escala comercial através da abertura de anel da via de 

polimerização (ring opening polymerization) dos dímeros cíclicos do ácido lático, ou obtido 

por fermentação microbiana a partir de fontes renováveis (AHMED et al., 2016).  

Nas últimas décadas, tem sido um polímero muito estudado, pois apresenta facilidade 

de produção, biodegradabilidade e aceitabilidade comercial em várias áreas, como em 

aplicações biomédicas, indústria automobilística e de alimentos (AHMED et al., 2019; BAEK 

et al., 2018; RISYON et al., 2020; SUNG et al., 2017; TAWAKKAL et al., 2014). Possui 

carácter hidrofóbico e é considerado de custo relativamente baixo, possuindo excelentes 

propriedades de resistência mecânica, rigidez e de barreira à água e ao oxigênio (AHMED et 

al., 2016; FORTUNATI et al., 2012). 

Embalagens à base de PLA são consideradas seguras (GRAS), o que impulsionou e 

colocou esse polímero em uma posição promissora para aplicações em alimentos (AURAS et 

al., 2004; JIN; ZHANG, 2008). Em muitos países da Europa, Japão e América do Norte, esse 
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polímero é utilizado para fabricação de garrafas de bebidas e recipientes para saladas 

(AHMED; VARSHNEY, 2011). O PLA é considerado um dos materiais com grande potencial 

para a criação dessa nova geração de filmes e embalagens, pois além de possuir propriedades 

mecânicas, térmicas e ópticas adequadas, possui também ótima propriedade de liberação de 

agentes antimicrobianos (AHMED; HIREMATH; JACOB, 2016). 

 

3.7 Embalagens Antimicrobianas 
 

As embalagens de alimentos tradicionais possuem ação passiva em relação ao 

alimento, uma vez que servem apenas como isolamento do ambiente externo (WYRWA; 

BARSKA, 2017). No entanto, as embalagens antimicrobianas complementam as embalagens 

tradicionais com novos recursos (DAIRI et al., 2019). Essas se caracterizam por alterarem as 

condições do ambiente que cercam o alimento embalado, visando prolongar a vida útil, 

melhorar ou manter as propriedades sensoriais, nutricionais e microbiológicas (GONZÁLEZ; 

IGARZABAL, 2013; TAKMA; KOREL, 2019). 

A tecnologia das embalagens ativas pode envolver sistemas de atmosfera modificada, 

reguladores de umidade e a incorporação de vários tipos de componentes, como agentes 

antimicrobianos, antioxidantes e aromas, os quais expandem a funcionalidade das embalagens 

adicionando funções extras (HAN et al., 2018). A embalagem antimicrobiana de alimentos visa 

reduzir, inibir ou retardar o crescimento de microrganismos patogênicos e/ou deteriorantes 

(AHMED; HIREMATH; JACOB, 2016).  

A liberação de substâncias ativas por embalagens é uma forma de controle mais segura 

à adição direta no produto, pois esses compostos são liberados de forma controlada, e devido a 

isso, podem estar presentes em menores quantidades, além de que apenas superficialmente, 

onde a maior parte das contaminações microbianas ocorrem (DAIRI et al., 2019; MORAES et 

al., 2007). Dessa forma, as embalagens ativas são uma solução eficiente que podem aliviar as 

perdas econômicas dos produtores, e garantir maior prazo de validade e segurança alimentar 

para os consumidores (MATHEW et al., 2019; MULLA et al., 2017). 

Os principais agentes antimicrobianos utilizados em embalagens de alimentos são 

óxidos e nanopartículas metálicas, ácidos orgânicos, enzimas, nisina, natamicina, extratos de 

plantas, óleos essenciais e quitosana (AHMED; HIREMATH, JACOB, 2016; HAN, 2014; 

HAN et al., 2018; MULLA et al., 2017; NOORI; ZEYNALI; ALMASI, 2018). A incorporação 

de compostos antimicrobianos de origem natural tem ganhado atenção especial, pois 
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apresentam-se como uma alternativa ao uso de conservantes químicos para os consumidores 

exigentes (BAZARGANI-GILANI; ALIAKBARLU; TAJIK, 2015; TAKMA; KOREL, 2019).  

Um composto natural que merece destaque por sua ação antimicrobiana é o 

soforolipídio. Esta molécula possui atividade comprovada contra diversos patógenos, 

destacando as principais bactérias contaminantes da indústria de alimentos. No entanto, sua 

atividade tem sido apenas relatada em ensaios em solução, havendo a necessidade de estudos 

direcionados sobre seu potencial na aplicação em embalagens ativas antimicrobianas. 

 

3.8 Nanopartículas de prata 
 

A nanotecnologia é a ciência que tem como objetivo de estudo a matéria em seu 

tamanho nanométrico, trabalhando com partículas entre 1 e 100 nm (SUBRAMANI; 

SUBBIAH; HUJA, 2019). A manipulação de materiais nesta escala, permite o 

desenvolvimento de sistemas e materiais com melhores propriedades físicas e biológicas e 

aplicabilidades em comparação com a escala micro ou macrométrica, pois ao formar a 

nanopartícula há um aumento na área superficial e de energia, o que confere melhorias nas 

propriedades existentes ou ainda nova funções e recursos (BAZMANDEH et al., 2020; 

CHAUSALI; SAXENA; PRASAD, 2022).  

As nanopartículas podem ser sintetizadas por métodos físicos, químicos e biológicos, 

sendo este último o mais atrativo atualmente devido a utilização de uma abordagem 

sustentável, segura e que pode ser empregada em larga escala, sem o uso de compostos 

químicos tóxicos, que facilita e expande as possibilidades de aplicações (KOWSALYA et al., 

2019; SALAM et al., 2012). A síntese por via biológica utiliza materiais biodegradáveis e 

ecologicamente corretos, como extratos de plantas, microrganismos, ou metabólitos derivados 

de fermentação microbiana como agentes redutores de sais metálicos (DURÁN et al., 2005; 

RAJAN et al., 2015; SHARMA; YNGARD; LIN, 2009). 

Nesse sentido, as nanopartículas de prata (AgNPs) têm despertado atenção, não apenas 

por sua estabilidade ao calor e alta área superficial específica (ARDJOUM et al., 2021), mas 

principalmente devido à sua efetiva atividade antimicrobiana, sendo explorada em diversos 

campos, como biomedicina (DURÁN et al., 2016), agricultura (MISHRA; SINGH, 2015), 

materiais têxteis (BACKX et al., 2018), cosmética (KOKURA et al., 2010) e para fins 

alimentícios, com destaque para aplicações em embalagens de alimentos (CANO et al., 2016; 

CEBALLOS et al., 2021; ORTEGA et al., 2017; SHANKAR et al., 2018). 
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O nitrato de prata é normalmente empregado como precursor na síntese de AgNPs e 

o seu efeito antimicrobiano é relacionado à múltiplos mecanismos de ação. Estudos sugerem 

que os íons de prata são liberados pela oxidação do nanometal e danifiquem membranas 

celulares de patógenos, interagindo com grupos sulfidrilas das proteínas e afetando o 

funcionamento da cadeia respiratória, além de induzir a formação de radicais livres (FENG et 

al., 2000; LIAU et al., 1997). 

As AgNPs tem ganhado enorme interesse para aplicação em embalagens devido suas 

propriedades únicas, como grande área de superfície, alta estabilidade térmica, não volatilidade 

e excelente atividade antimicrobiana, incluindo os principais patógenos de alimentos, além de 

ser aprovada pela Food and Drug Administration (FDA) para aplicação em embalagens 

alimentares (AHMED; HIREMATH; JACOB, 2016; AHMED et al., 2018). Neste contexto, a 

incorporação de AgNPs em embalagens surge como um potente antimicrobiano para impedir 

a proliferação microbiana nos alimentos (DAIRI et al., 2019).  

Os biossurfactantes foram recentemente apontados como candidatos alternativos para 

a síntese verde de AgNPs (GÓMEZ-GRAÑA et al., 2017; KHALID et al., 2018). A utilização 

de soforolipídios para a síntese de nanopartículas metálicas foi relatada pela primeira vez por 

Kasture et al. (2008), sendo também relatado por outros autores posteriormente (BASAK; 

DAS; DAS, 2014; KUMAR et al., 2010; SINGH et al., 2008). Esses trabalhos descreveram 

que os soforolipídios atuaram como agentes redutores das nanopartículas de prata, e ainda 

potencializaram suas propriedades biológicas.  

Embora a síntese de AgNPs por soforolipídios tenha sido relatada, não há estudos 

descrevendo a sua posterior incorporação no desenvolvimento de filmes nanocompósitos, 

visando melhorar as propriedades estruturais e funcionais. Em trabalhos realizados por nosso 

grupo de pesquisa, a incorporação de soforolipídios em matrizes de filmes de PLA e amido 

melhoraram as propriedades estruturais dos filmes, assim como também conferiram atividade 

antimicrobiana ao material (HIPÓLITO et al., 2021; SILVEIRA et al., 2020). Dessa forma, a 

incorporação de nanopartículas de prata produzidas com soforolipídios (AgNP-SL) também 

poderiam trazer benefícios as características estruturais e potencializar a atividade 

antimicrobiana dos filmes nanocompósitos. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1. Microrganismos  
 

O microrganismo utilizado na produção de soforolipídios foi a levedura Starmerella 

bombicola ATCC 22214, obtida da American Type Culture Collection (ATCC®, Manassas, 

USA). Para os testes antimicrobianos foram utilizadas bactérias isoladas de carcaças de frango 

cedidas pela empresa JBS Foods – Abatedouro Big Frango: Salmonella spp., Escherichia coli, 

Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes; e as bactérias Staphylococcus aureus ATCC 

25923, Escherichia coli ATCC 25922 e Salmonella enterica serovar Enteritidis ATCC 13076 

pertencentes a coleção de microrganismos do Departamento de Microbiologia da UEL. 

 

4.2 Produção de soforolipídios – Departamento de Biotecnologia UEL 
 

4.2.1 Ativação e pré-inóculo da S. bombicola 
 

A levedura foi mantida criopreservada em 25% de glicerol à -80 °C (GAO et al., 

2013). A manutenção da cepa foi realizada em placas de Petri contendo em g/L: glicose 10, 

extrato de levedura 3, peptona 5, extrato de malte 3 e ágar 20. Os repiques foram realizados a 

cada quatro semanas e mantidos sob refrigeração à 4 ºC. A ativação do microrganismo ocorreu 

em frascos Erlenmeyers de 125 mL com 25 mL de meio contendo em g/L:  glicose 100, extrato 

de levedura 10 e ureia 1, adicionado de 2 alças de platina do microrganismo em preservação, 

incubadas em shaker à 30 ºC, 150 rpm por 24 h. O pré-inóculo consistiu na transferência de 

10% (v/v) do meio de ativação para novo frasco Erlenmeyer de 250 mL com 50 mL de meio 

em g/L: glicose 77,5, extrato de levedura 2,5 e ácido oleico 75, por 48h nas mesmas condições 

descritas (MINUCELLI et al., 2016). 

 

4.2.2 Fermentação em biorreator de bancada 
 

Foi realizada fermentação em biorreator de bancada (FerMac 320 5L - Electrolab 

Biotech Ltda), volume operacional de 3,5 L contendo em g/L: glicose 77,5, extrato de levedura 

2,5 e ácido oleico 75, seguido de pulsos de 20 g/L de ácido oleico a cada 48 h até 192 h e adição 

de 90 g/L de glicose em 144 h e 192 h. As condições utilizadas foram: inóculo padronizado em 

10% (v/v), temperatura de 30 ºC, agitação de 450 rpm, aeração de 1 vvm, pH controlado em 
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3,5 por 288 h. A fermentação foi monitorada pela coleta de amostras à cada 24h, as quais eram 

centrifugadas a 9956 x g por 15 min. Para acompanhamento da biomassa, o pellet formado foi 

ressuspenso em água destilada, secos em estufa à 100 ºC e determinado o peso seco por 

gravimetria. Do sobrenadante, foi quantificada a glicose e o ácido oleico residuais pelo método 

de Somogyi-Nelson (NELSON, 1944; SOMOGYI, 1945) e por gravimetria da extração com 

hexano, respectivamente (MINUCELLI et al., 2016). 

 

4.2.3 Extração e quantificação dos soforolipídios 
 

O caldo fermentado foi centrifugado (9956 x g por 15 min) para remoção da biomassa 

e submetido a extração líquido-líquido com acetato de etila (1:1) por 3x. A fração obtida foi 

submetida a nova extração em funil de separação com solução metanol água 4:1 (v/v) e hexano 

(v/v) nas proporções de 1:1 (v/v), a fim de se obter os soforolipídios retido na fração metanólica 

e remover as impurezas lipídicas presentes na fase hexânica. Após secagem do metanol, o 

soforolipídio foi submetido à três extrações com acetato de etila e água (3:1) por 40 minutos à 

4 ºC para eliminação de possíveis açúcares residuais na fase aquosa.  

Por fim, a fração final contendo os soforolipídios foi liofilizada e as quantificações 

foram realizadas por gravimetria e por cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) em 

comparação com o padrão 1',4"-sophorolactona 6', 6"–diacetato (Sigma Aldrich, USA), 

utilizando detector de arranjo de iodo, coluna Shim-pack CLC-ODS(M)® C18 da Shimadzu 

(4,6 x 250mm; 4,6mm; 12nm) e fase móvel em gradiente composto por 30% de acetonitrila e 

70% de água por 5 minutos, aumentando para 80% de acetonitrila e 20% de água por 50 

minutos (HU; JU, 2001; WADEKAR et al., 2012). 

 

4.3 Produção de soforolipídios – Bio Base Europe Pilot Plant (Bélgica) 
 

A produção de soforolipídios na Bélgica foi realizada durante o período de 6 meses 

do doutorado sanduíche PDSE na planta piloto da Universidade de Ghent, Bio Base Europe 

Pilot Plant (BBEPP). Essa colaboração foi realizada em parceria com o projeto Waste2Func, 

que tinha como objetivo a produção de biomoléculas de interesse industrial, como os 

soforolipídios, através da utilização de resíduos e materiais de segunda geração, objetivando 

diminuir os custos de produção, mantendo uma produtividade comparável com produtos 

comerciais e tornando o processo ainda mais sustentável. 
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Dessa forma, a viabilidade de utilização de resíduos alimentares provenientes de 

supermercados locais foi estudada. Primeiramente, foi realizado testes de hidrólise enzimática 

desses resíduos, para posterior utilização como substrato alternativo para fermentação.  

 

4.3.1 Resíduos Alimentares 
 

Os resíduos alimentares foram obtidos da empresa Group Op de Beeck, Antuérpia – 

Bélgica, que recolhe alimentos de origem vegetal e animal que já não são próprios para 

consumo, sendo compostos por um mix de produtos provenientes de supermercados com data 

de validade vencidas, com erro de composição ou recusados pelas autoridades públicas. As 

amostras de resíduos de alimentos foram armazenadas a -20ºC até os experimentos. 

 

4.3.2 Testes de hidrólise enzimática dos resíduos alimentares 
 

A hidrólise enzimática foi realizada em duplicata utilizando tubos Falcon de 50 mL 

contendo aproximadamente 35 g de resíduos de alimentos, os quais foram colocados no 

equipamento ThermoMixer (Eppendorf, Bélgica) para agitação e controle de temperatura. O 

protocolo descrito por Kaur et al. (2019) foi usado como ponto de partida para os experimentos. 

Protease, lipase e glucoamilase comerciais foram empregadas na hidrólise, sendo padronizada 

inicialmente as concentrações das enzimas em 1% cada, matéria seca a 10%, temperatura de 

48 ºC, 1000 rpm por 16h. Posteriormente, as seguintes condições foram avaliadas em 

sequência: 1- tempo (2, 4, 6, 8 e 16h), 2- concentração da enzima (0, 0,5, 1 e 1,5%), 3- 

temperatura (30, 35, 48, 55 ºC), e 4- porcentagem da matéria seca (sem e com ajuste para 10% 

m/v). Após a hidrólise, uma amostra de 5 mL foi coletada, centrifugada (14.000 rpm, 5 min) e 

o sobrenadante foi filtrado usando um filtro de polietersulfona (PES). As amostras foram 

analisadas por CLAE para quantificação de glicose, ácido lático e etanol. 

 

4.3.3 Geração e purificação do hidrolisado de alimentos para fermentação 
 

Após os experimentos de hidrólise, foram escolhidos os parâmetros mais adequados 

para os resíduos alimentares que seriam utilizados no processo de fermentação para produção 

de soforolipídios. Quatro quilos de resíduos alimentares foram usados como material inicial. A 

hidrólise enzimática foi realizada em biorreator de bancada para substratos sólidos e processos 

enzimáticos (Labfors 5 3,9 L, Infors HT, Suíça) e amostras foram coletadas ao longo do tempo 
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para acompanhar a reação. Ao final, os resíduos alimentares foram centrifugados (8000 rpm, 

15 min), e o sobrenadante foi filtrado (0,5 µm) usando um sistema de mini filtração (Buon 

Vino Super Jet wine filter, Canadá). O hidrolisado clarificado foi então armazenado a -20ºC 

até o uso. 

 

4.3.4 Ativação e pré-inóculo da S. bombicola 
 

A cepa selvagem da levedura S. bombicola foi armazenada a -80 ºC em 10% de 

glicerol e o inóculo foi preparado em duas etapas usando o meio de inóculo descrito por Lang 

et al. (2000) com modificações (Tabela 4). O primeiro cultivo foi realizado a partir do estoque 

de criopreservação da levedura para frasco Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de meio 

(2% inóculo (v/v), 30 ºC, 200 rpm, 28 h) e, posteriormente, transferidos para frascos 

Erlenmeyer de 1L contendo 200 mL do mesmo meio (5% inóculo (v/v), 30 ºC, 200 rpm, 28 h). 

Após, este último cultivo foi utilizado para a inoculação (5% inóculo (v/v)) dos fermentadores 

contendo 2L de volume de trabalho. 

 

Tabela 4. Composição dos meios para as fermentações com substrato de 1a geração (FO1) e 
resíduos alimentares hidrolisados (FO2) 
 

Componentes 
(g/L) 

Meio de 
inóculo 

F01  F02  

Glicose 150 40 - 
Hidrolisado de alimentos -  40 

Ácido oleico - 10 - 
Óleo de cozinha usado - - 10 

Citrato de Sódio 5 5 - 
Extrato de levedura 4 13.93 - 

NH4Cl 1.5 0.42 - 
KH2PO4 1 1 - 
K2HPO4 0.16 0.16 - 

MgSO4.7H2O 0.7 0.7 - 
NaCl 0.5 0.5 - 

CaCl2.2H2O 0.27 0.27 - 
 
                

4.3.5 Fermentações em biorreator de bancada 
 

Duas fermentações em batelada alimentada foram estudadas. A Fermentação 1 (F01) 

utilizou somente substratos de 1a geração: glicose e ácido oleico, como principais fontes de 

carbono, enquanto a Fermentação 2 (F02) utilizou substratos de segunda geração (Tabela 4).  
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As F01 e F02 ocorreram em paralelo e em condições de cultivo idênticas para 

comparar o crescimento microbiano e a produção de soforolipídios em ambos os meios. As 

fermentações ocorreram em biorreatores de bancada (7,5L, Labfors, Infors, Suíça), com 

volume operacional de 2 L, a 30ºC, sendo o pH controlado a 3,5 pela adição de NaOH após a 

queda natural. A taxa de aeração foi fixada em 2 L/min (1 vvm) e a agitação foi controlada para 

manter uma oxigenação constante a 30% (400-1200 rpm).  

A concentração inicial de glicose foi de 40 g/L, sendo continuamente alimentada a 1,0 

g/L/h. Uma concentração inicial de 10 g/L de ácido oleico foi fornecida como precursor da 

produção de soforolipídios e após 24 h, outra dose de 10 g/L de ácido oleico foi adicionada. 

Posteriormente, a adição de ácido oleico foi baseada na análise de cromatografia de camada 

delgada (CCD). A fase de alimentação iniciou-se com a suplementação de glicose e ácido 

oleico para F01 e resíduo de glicerol e óleo de cozinha usado para F02, quando a concentração 

da fonte hidrofílica atingiu menos de 30 g/L e a fonte hidrofóbica menos de 5 g/L. 

 

4.3.6 Métodos analíticos 
 

4.3.6.1 Análise e amostragem 
 

Amostras de 10 mL das fermentações foram retiradas a cada 8h para determinar a 

biomassa, pH, consumo de substratos e produção de soforolipídios. As amostras foram 

analisadas por CLAE para permitir a alimentação adequada dos substratos. 

 

4.3.6.2 Densidade óptica e gravimetria 
 

As amostras foram diluídas em solução salina (0,9% NaCl) e a densidade óptica (DO) 

foi medida a 600 nm usando espectrofotômetro (630 V Bio Jasco). A biomassa seca foi 

determinada por centrifugação (14.000 rpm, 5 min) de amostras de 5 mL, com posterior 

lavagem dos pellets com 5 mL de etanol 70%, seguido de lavagem com 5 mL de salina e 

ressuspensão em 5 mL água Milli-Q. Em seguida, a biomassa ressuspensa foi transferida para 

placas de alumínio e determinada utilizando analisador de umidade (MA37 Infrared, Sartorius, 

EUA). 

  

4.3.6.3 Análises cromatográficas 
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A análise de CLAE (1260 Infinity, Agilent, Santa Clara, CA, EUA) conectada a um 

detector de índice de refração (G1362A, Agilent) e com coluna de carboidrato Aminex® HPX-

87H (300 mm × 7,8 mm) foi usada para determinar compostos, como glicose, glicerol, ácido 

lático e etanol durante a fermentação. Amostras de 10 L foram injetadas para a análise, usando 

uma solução de ácido sulfúrico 5 mM como fase móvel isocrática a uma taxa de fluxo de 0,6 

mL/min e com detecção de comprimento de onda em 410 nm (SAERENS, SAEY E 

SOETAERT, 2011). 

A técnica de CCD foi utilizada para a estimativa de ácido oleico e óleo de cozinha 

consumido durante a fermentação. A CCD foi realizada em placas de sílica gel 60 F254 

(VWR), usando a mistura de eluentes clorofórmio/metanol/água (65:15:2 v/v/v) para ácido 

oleico e hexano/éter dietílico/ácido acético (80:20:2 v/v/v) para o óleo de cozinha. A estimativa 

foi baseada na comparação com padrões preparados de cada composto. Após a eluição, as 

placas foram mergulhadas em H2SO4 a 10% (v/v) e aquecidas para o desenvolvimento da 

corrida (ASMER et al., 1988). 

A análise de CLAE acoplada ao detector evaporativo de espalhamento de luz (ELSD) 

(Agilent Technologies 1260 Infinity) com coluna Zorbax Eclipse Plus C18 (Agilent, 4,6 x 100 

mm) foi usada para quantificar e analisar a composição do soforolipídios produzido. 

Primeiramente, as amostras foram diluídas com 3 volumes de etanol, centrifugadas (14000 

rpm, 5 min), e o sobrenadante foi coletado para análise. As amostras foram devidamente 

diluídas para quantificação e a eluição foi realizada com gradiente de acetonitrila/ácido acético 

(0,5% em água) (5/95–95/5 em 40 min), com vazão de 1 mL/min e temperatura de 30 ºC. Os 

padrões foram utilizados em paralelo para comparação (VAN BOGAERT et al., 2016). Com 

base nos resultados de CLAE-ELSD, a produção, a produtividade e o rendimento foram 

calculados de acordo com as equações 1 e 2 abaixo. 

 𝑆𝐿 𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚é𝑡𝑟𝑖𝑐𝑎 (𝑔/𝐿ℎ) = Produção final (𝑔/𝐿)Tempo de fermentação (ℎ)            (Eq. 1) 

 

    𝑅𝑒𝑛𝑑𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜 (g/g, %) = SL produzido (𝑔)Consumo total de substratos (𝑔)                                  (Eq. 2)          

 

4.4 Síntese biológica de nanopartículas de prata com soforolipídios (AgNP-SL) 
 

Nanopartículas de prata foram sintetizadas usando soforolipídios produzidos no item 

4.2 como agente redutor. O experimento foi conduzido em agitador magnético com 
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aquecimento de placa, usando frascos de Becker de 400 mL contendo 100 mL de solução 

aquosa de AgNO3 (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA) de concentração 1 × 10–3 M e 

soforolipídios a 1 × 10–3 M. Para esta solução, 1 mL de KOH 1M (Diadema, Brasil) foi 

adicionado gota a gota e depois agitado nas condições apropriadas. Diferentes temperaturas 

(40, 60, 80, 90, 100 ºC) e diferentes tempos (5, 10, 20, 30, 40, 50 e 60 min) foram avaliados 

para observar as mudanças de cor nestas faixas, indicando a formação das AgNP-SL. Alíquotas 

dos diferentes parâmetros foram retiradas e analisadas com espectrofotômetro ultravioleta-

visível (UV-vis). Após a síntese, as amostras foram centrifugadas (9000 rpm por 20 min) e o 

pellet resultante foi coletado para secagem em estufa à temperatura ambiente, sendo este 

material utilizado para produção dos filmes. 

 

4.5 Caracterização e atividade antimicrobiana das nanopartículas de prata com 
soforolipídios (AgNP-SL) 
 

A caracterização preliminar das AgNP-SL foi realizada usando espectrofotômetro 

UV-vis (BioTek Synergy HT, Winooski, EUA) pela medição da absorção na faixa de 300-700 

nm. A medição do tamanho, o valor do índice de polidistribuição (PDI) e o potencial zeta das 

AgNP-SL foram analisados por dispersão de luz dinâmica (DLS) (Zetasizer Nano ZS, Malvern 

Instruments Co., U.K.). As análises morfológicas foram realizadas por microscopia eletrônica 

de transmissão (TEM) (JEM 1400, JEOL) operando a uma voltagem de aceleração de 120 kV. 

O espectro de espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) foi 

registrado por instrumento FTIR Shimadzu-8400 (Japão) usando o método de leitura em 

pastilha de brometo de potássio (KBr). As medições foram realizadas em triplicada na faixa de 

4000–400 cm−1 com resolução de 4 cm−1. 

Para verificar a ação antimicrobiana das AgNP-SL, os microrganismos S. aureus 

ATCC 25923 e E. coli ATCC 25922 foram utilizados como grupos representativos de bactérias 

Gram-positivas e Gram-negativas, respectivamente. As cepas bacterianas foram preservadas 

em meio de infusão de cérebro e coração (BHI) (Kasvi) suplementado com 25% (v/v) glicerol 

a -80 °C. Para ativação, as bactérias foram cultivadas em ágar Mueller-Hinton (MH) (Kasvi) e 

incubadas a 37 °C por 18 h. As suspensões bacterianas (solução salina a 0,9%) foram 

preparadas usando escala McFarland 0,5 (1,5 x 108 UFC/mL), diluídas em caldo MH e 

plaqueadas em microplaca de 96 poços na concentração de 5,0 x 105 UFC/poço, de acordo com 

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012). As concentrações de AgNP-SL 

variaram de 225 a 3,51 M e a concentração inibitória mínima (CIM) foi determinada como a 
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menor concentração que inibiu o crescimento visível de bactérias. Os testes foram realizados 

em triplicata com controles positivos (bactérias não tratadas) e negativos (somente meio de 

cultura). 

 

4.6 Produção de filmes de amido incorporados com as nanopartículas de prata 
sintetizadas com soforolipídios (AgNP-SL) 
 

Filmes à base de amido foram produzidos pelo método casting e diferentes 

formulações foram preparadas com a incorporação das nanopartículas de prata produzidas com 

soforolipídios (AgNP-SL) e ácido tartárico (TA), como agente de ligação cruzada (Tabela 5).  

As concentrações de AgNP-SL (0,25%, 0,5%, 1% e 4%) e TA (5% e 10%) foram 

calculadas com base na concentração de amido (3g/100 mL). Todos os compostos foram 

homogeneizados com água destilada e aquecidos de 30 ºC a 95 ºC, sob agitação constante, e 

mantidos a 95 ºC por 10 min. Em seguida, as soluções filmogênicas foram sonicadas (Unique 

USC-1800) por 15 min, acondicionadas em placas de acrílico de 90x15 mm (40 g/placa), e 

então deixadas secar em estufa (TE-394-3 Tecnal, Piracicaba, SP, Brasil) a 30 ºC por 24 h. Os 

filmes secos foram mantidos a 58% de umidade relativa (UR) e 25°C até o uso. 

 

Tabela 5. Composição das formulações dos filmes de amido incorporados com as 

nanopartículas de prata produzidas com soforolipídios (AgNP-SL) e ácido tartárico (TA) 

 

Formulações 
Amido  

(g) 

Glicerol  

(g) 

AgNP-SL  

(g) 

TA 

 (g) 

Água  

(g) 

AM 3,00 0,6 - - 96,4 

AM + 0.25% 2,99 0,6 0,0075 - 96,4 

AM + 0.5% 2,98 0,6 0,0150 - 96,4 

AM + 1% 2,97 0,6 0,0300 - 96,4 

AM + 4% 2,88 0,6 0,1200 - 96,4 

AM5 2,85 0,6 - 0,15 96,4 

AM5 + 0.25% 2,84 0,6 0,0075 0,15 96,4 

AM5 + 0.5% 2,83 0,6 0,0150 0,15 96,4 

AM5 + 1% 2,82 0,6 0,0300 0,15 96,4 

AM10 2,70 0,6 - 0,30 96,4 

AM10 + 0.25% 2,69 0,6 0,0075 0,30 96,4 
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4.7 Produção dos filmes de ácido polilático incorporados com soforolipídios 
 

As soluções filmogênicas foram preparadas pelo método de casting a partir de ácido 

polilático (PLA 4043 D) dissolvidos em clorofórmio. Foram preparadas 5 formulações 

variando as concentrações de soforolipídios (Tabela 6), sendo empregado 4% (m/m) de sólidos 

em todos os filmes. As soluções foram preparadas sob agitação constante à temperatura 

ambiente por 6 h. Os soforolipídios foram adicionados após uma hora de agitação, em soluções 

homogêneas de PLA. Após a completa homogeneização, foram colocadas 40 g de cada 

formulação em placa de Petri de vidro de 13,5 cm de diâmetro para secagem, por 

aproximadamente 24 h, em temperatura ambiente, até a formação dos filmes. Os filmes foram 

acondicionados em 58% UR e 25 °C até o uso. 

 

Tabela 6. Formulações utilizadas para o desenvolvimento dos filmes a base de ácido polilático 

(PLA) com adição de soforolipídios 

 

Formulações 
PLA 
(g) 

Soforolipídios 
(g) 

Clorofórmio 
(g) 

PLA 
4,00 - 96 

PLA-SL2.5 
3,90 0,1 96 

PLA-SL5 
3,80 0,2 96 

PLA-SL10 
3,60 0,4 96 

PLA-SL20 
3,20 0,8 96 

            

4.8 Caracterização dos filmes de amido e PLA 
 

4.8.1 Espessura 
 

A determinação das espessuras dos filmes foi realizada utilizando um Micrômetro 

(Mitutoyo®), a partir de dez pontos escolhidos aleatoriamente na superfície de cada filme. 

 

4.8.2 Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 
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A análise de microestrutura foi realizada por MEV (modelo FEI Quanta 200) para 

verificar a estrutura dos filmes após a incorporação dos compostos. As amostras foram 

mantidas em dessecador com sílica, depois foram recortadas a 5x5 mm, revestidas com ouro 

por um Sputter Coater e avaliadas com voltagem de aceleração de 20 kV.  

 
4.8.3 Espectroscopia no infravermelho com transformada no Fourier (FTIR) 
 

O experimento foi realizado em triplicata e conduzido em aparelho Shimadzu FTIR-

8300, na faixa de espectro de 4000 a 500 cm-1 e com resolução de 4 cm-1, utilizado o método 

de leitura da amostra em pastilha de brometo de potássio (KBr). Os resultados foram integrados 

pelo programa Shimadzu Hyper IR e as análises foram realizadas no Laboratório de 

Espectroscopia (ESPEC) da central multiusuário de laboratórios de pesquisa da Universidade 

Estadual de Londrina. 

 

4.8.4 Calorimetria diferencial de varredura (DSC) 
 
 

Para as análises de DSC, cerca de 3 mg de cada amostra foram colocados em cadinho 

de alumínio e submetidos ao programa de aquecimento controlado. Os ensaios foram realizados 

no equipamento Netzsch (modelo DSC-204), em uma atmosfera com fluxo de nitrogênio 

gasoso de 10 mL/min e taxa de aquecimento de 10°C/min. As faixas de temperatura foram de 

-15 a 300 °C para a amostra de soforolipídios, -15 a 100 ºC para os filmes de PLA, e 30 a 100 

ºC para os filmes de amido. As análises foram realizadas no Laboratório ESPEC da 

Universidade Estadual de Londrina. 

 

4.8.5 Solubilidade  
 

As análises foram realizadas de acordo com o método de Gontard, Guilbert e Cuq 

(1992). Os testes foram realizados em triplicata, as amostras foram cortadas em corpos de prova 

com 3x3 cm, e secas em estufa com circulação de ar a 60 °C por 24 h. Em seguida as amostras 

foram pesadas (massa inicial) e mergulhadas em Erlenmeyers de 250 mL contendo 80 mL de 

água destilada. Estes frascos foram vedados e agitados a 50 rpm, 25 °C por 24 h em incubadora 

shaker orbital. Após este período, as amostras foram removidas e secas novamente em estufa 

por 24 h a 60 °C, para determinar a massa do material não solubilizado (massa final). A 

solubilidade foi expressa por porcentagem de material seco solubilizado de acordo com a 

equação 3 abaixo: 
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 𝑆𝑜𝑙𝑢𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒(%) = (𝑚𝑖−𝑚𝑓𝑚𝑖 ) ∗ 100       (Eq. 3) 

Onde, mf é a massa final da amostra e mi é a massa inicial da amostra, ambos em base seca. 

 
4.8.6 Permeabilidade ao vapor de água (PVA) 
 

A PVA foi determinada gravimetricamente de acordo com as normas da American 

Society for Testing and Materials (ASTM E96-95 1996). Cada amostra (duplicata) foi colocada 

em uma cápsula de permeabilidade (0.00181 m2), e seu interior foi parcialmente preenchido 

com CaCl2 anidro, de modo a se obter 0% de UR no interior destas cápsulas, e seladas para 

garantir que a transferência de vapor de água ocorresse exclusivamente através do filme. O 

conjunto (cápsula + filme) foi pesado no tempo zero e armazenado em dessecador a 

temperatura ambiente, contendo em seu interior uma solução saturada de NaCl que 

proporcionou um ambiente com 75% de UR. Após um período de equilíbrio de 2 h, as células 

foram pesadas em intervalos regulares de 2h durante 24 h. A mudança de massa da cápsula de 

permeação foi registrada, e o ganho de massa (g) foi registrado em função do tempo (t). Da 

reta obtida por regressão linear foi determinado o coeficiente angular e calculada a taxa de 

permeabilidade ao vapor de água (TVA) pela equação 4 abaixo: 

 𝑇𝑉𝐴 = 𝑔𝑡.𝐴           (Eq. 4) 

 

Onde, g/t é o coeficiente angular da reta (regressão linear) e A é a área de permeação (m²) da 

cápsula.  

 

Em seguida, a permeabilidade ao vapor de água (PVA) foi calculada utilizando a equação 

5abaixo: 

 

                                                             𝑃𝑉𝐴 = 𝑇𝑉𝐴.𝑚𝛥𝑃              (Eq. 5) 

 

Onde, m é a espessura média do filme (m²), ΔP é a diferença de pressão de vapor de água do 

ambiente contendo CaCl2 anidro (0% de UR) e solução saturada de NaCl (75% de UR). 

 
4.8.7 Propriedades mecânicas 
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As propriedades mecânicas dos filmes foram determinadas utilizando texturômetro 

TA.TX2 plus (Stable Micro Systems, Surrey, Reino Unido) de acordo com as Normas da 

ASTM (D882-91, 1996). Os filmes foram cortados (25 x 100 mm) e ajustados entre as garras 

pneumáticas do equipamento. A distância entre as garras foi de 50 mm e a velocidade de tração 

foi de 500 mm/min. Foram determinadas as seguintes propriedades de tração: resistência 

máxima à tração (MPa) e elongação na ruptura (%), calculadas pelas equações 6 e 7 a seguir:  

 

                             𝑅𝑒𝑠𝑖𝑠𝑡ê𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑀á𝑥𝑖𝑚𝑎 à 𝑇𝑟𝑎çã𝑜 =  𝐹𝑚𝑎𝑥𝐴𝑚𝑖𝑛            (Eq. 6) 

Onde, Fmax é a força máxima (N) registrada no equipamento e Amin é a área mínima inicial da 

amostra (m²). 

                                             𝐸𝑙𝑜𝑛𝑔𝑎çã𝑜 𝑛𝑎 𝑅𝑢𝑝𝑡𝑢𝑟𝑎 = 𝐴𝑡𝐷𝐺 ∗ 100               (Eq. 7) 

 

Onde, AT é a elongação total da amostra até a ruptura (m) e o DG é a distância inicial entre as 

garras (m). 

 

4.8.8 Difração de raio X (DRX) 
 

Os filmes de amido incorporados com nanopartículas de prata (AgNP-SL) e ácido 

tartárico foram ainda caracterizados quanto a cristalinidade pela DRX. A análise foi realizada 

usando um difratômetro PANalytical X'Pert PRO MPD (Almedo, Holanda) com radiação 

CuKα nas condições operacionais de 40 kV e 30 mA. Todos os ensaios foram realizados com 

um padrão de difração a 2θ = 5-70° com uma taxa de varredura de 1°/min. 

 

4.8.9 Atividade antibacteriana 
 

A atividade antimicrobiana dos filmes PLA incorporados com soforolipídios foi 

avaliada contra os isolados de carne de frango L. monocytogenes, S. aureus e Salmonella spp. 

As cepas foram primeiramente cultivadas em ágar MH por 24 h a 37 °C. As bactérias foram 

ajustadas para 108 UFC/mL (0,9% NaCl) usando a escala 0,5 McFarland. Os filmes foram 

cortados em discos, e ambos os lados foram esterilizados com luz UV por 15 min. 

Primeiramente, 10 L (106) das suspensões bacterianas foram adicionados aos discos e 

deixados secar naturalmente na superfície dos filmes. Em seguida, os discos foram colocados 

em tubos com 1 mL de caldo MH, agitados em vórtex por 1 min, seguido de diluição seriada 
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com água peptonada tamponada e plaqueados em ágar nutriente. As placas foram incubadas a 

37 °C por 24 h, e contagem das unidades formadoras de colônias (UFC) foi realizada. O teste 

foi feito em triplicata, e o filme de PLA serviu como controle. 

Os filmes de amido incorporados de nanopartículas de prata (AgNP-SL) também 

foram avaliados pela mesma metodologia descrita acima contra as bactérias S. aureus ATCC 

25923, E. coli ATCC 25922 e Salmonella enterica serovar Enteritidis ATCC 13076. No 

entanto, os discos de filmes contendo as bactérias foram incubados por 24 h nos tubos contendo 

1 mL de MH a 37°C e 50 rpm. Cada tubo foi agitado em vórtex por 1 min, seguido de diluição 

seriada e plaqueados em ágar nutriente. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 h, e a 

contagem das unidades formadoras de colônias (UFC) foi realizada. O teste foi feito em 

triplicata, e o filme de amido puro serviu como controle. 

 

4.9 Análise Estatística 
 

As análises estatísticas foram realizadas utilizando Software Statistica STATISTICA 

13.5 (TIBCO Software Inc, Palo Alto, EUA), sendo o teste de Tukey (p≤ 0,05) empregado para 

comparação de médias. 
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5 RESULTADOS 
 

Os resultados obtidos serão apresentados na forma de 2 artigos científicos, 4 patentes, 1 artigo 

de revisão bibliográfica, 1 livro e 3 capítulos de livro. 

 

5.1 – Artigo 1: Characterization and antimicrobial properties of bioactive packaging films 

based on polylactic acid-sophorolipid for the control of foodborne pathogens 

 

5.2 – Artigo 2: Green synthesis of silver nanoparticles using sophorolipids for the development 

of antimicrobial starch nanocomposite films 

 

5.3 – Patente 1: Filmes antimicrobianos de amido e nanopartículas de prata com soforolipídios 

para preservação de bananas 

 

5.4 – Patente 2: Processo de separação das formas acídicas e lactônicas dos soforolipídios 

produzidos por uma cepa de Starmerella 

 

5.5 – Patente 3: Uso de soforolipídios de Starmerella durante a lavagem de carcaças para 

redução microbiana após a etapa de evisceração de frangos de corte 

 

5.6 – Patente 4: Filme Multifuncional com ação prebiótica e antimicrobiana para revestimento 

de morangos 

 

5.7 - Artigo de revisão: Sophorolipids: A review on production and perspectives of application 

in agriculture 

 

5.8 – Livro: Microbial Sophorolipids: Production, Properties, and Industrial Applications 

 

5.9 – Capítulo livro 1: Inovação em Ciência e Tecnologia de Alimentos 3: Capítulo 12 – 

Perspectivas de Aplicação de soforolipídio microbiano na indústria de alimentos 

 

5.10 – Capítulo livro 2: Bioactive Compounds in Fermented Foods: Health Aspects: 

Exopolysaccharides in Fermented Foods and Their Potential Health Benefits 
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5.11 – Capítulo livro 3: Aplicação de soforolipídios de Candida bombicola em filmes 

antimicrobianos.  
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5.1 Artigo 1: Characterization and antimicrobial properties of bioactive packaging films 
based on polylactic acid-sophorolipid for the control of foodborne pathogens 
 

Publicado em: Food Packaging and Shelf-Life  

Doi: https://doi.org/10.1016/j.fpsl.2020.100591 
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Abstract 

The objective of this study was to propose the development of antimicrobial packaging films 
based on polylactic acid and sophorolipid produced by Starmerella bombicola for the control 
of foodborne pathogens. Films were produced by the casting method, and five formulations 
were prepared with different proportions of polylactic acid:sophorolipid: 100:0, 97.5:2.5, 95:5, 
90:10 and 80:20. The addition of sophorolipid resulted in porous matrix films, and evident 
changes were observed, suggesting a chemical interaction between the biopolymer and the 
biosurfactant. The films showed good thermal stability, and the sophorolipid had a plasticizing 
effect, modifying the mechanical properties and improving the elasticity and flexibility. The 
films exhibited antimicrobial activity against the poultry pathogens Listeria monocytogenes, 
Staphylococcus aureus and Salmonella spp. Sophorolipid can be incorporated as a 
multifunctional agent in films, being used to improve thermomechanical properties and as a 
natural antimicrobial for the control of foodborne pathogens in the food industry. 
 

Keywords: biosurfactant; green packaging; food packaging; pathogens; food safety; films. 
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1. Introduction 
 

Petrochemical plastics generate major environmental problems, as they are highly resistant to 

degradation and release greenhouse gases, contributing to global warming and plastic pollution in 

landfills and waters (Royer, Ferrón, Wilson & Karl, 2018). Packaging is the main application of 

plastics, highlighting their use in the food industry, which is mostly made of non-biodegradable 

materials (Taiatele et al., 2019; Risyon, Othman, Basha & Talib, 2020). 

The extensive use of traditional petroleum-based plastics has taken many countries to 

establish restrictions and to develop alternatives (Heydari-Majda, Ghanbarzadeh, Shahidi-

Noghabi, Najafi & Hosseini, 2019). A trending strategy is to use environmentally friendly 

materials, such as biobased polymers, to substitute fossil-based plastics (Maniglia et al., 2019).  

Polylactic acid (PLA) is a promising candidate for use in food packaging, being 

approved by the Food and Drug Administration and classified as Generally Recognized as Safe 

(Ahmed, Hiremath & Jacob, 2016a). PLA can be obtained from renewable sources and is 

considered the most efficient biopolymer due to its high yield during production (Gan & Chow, 

2018), in addition to presenting good mechanical properties, such as polyethylene (PE) and 

polyethylene terephthalate (PET) (Gao, Picot, Bilotti & Peijs, 2017). 

Traditional packaging has a passive action with food since it serves only as a barrier 

from the external environment (Wyrwa & Barska, 2017). Biodegradable packaging of natural 

biopolymers can be further enhanced with antimicrobial and other agents to create bioactive 

packaging, which is one of the options for reducing food deterioration (Sharma, Jafari & 

Sharma, 2020). Thus, antimicrobial packaging brings new features, aiming to extend shelf life 

and food safety by controlling or preventing the growth of pathogenic and deteriorating 

microorganisms (Ahmed, Hiremath & Jacob, 2016b). 

Studies have reported the incorporation of silver and zinc oxide nanoparticles, 

essential oils, chitosan, and plant extracts into biopolymer matrices for application in the food 

packaging industry (chicken, fish, oysters, pork, shrimp and sausages), which have been 

effective against L. monocytogenes, Salmonella typhimurium, Pseudomonas spp., S. aureus 

and Escherichia coli (Mathew, Snigdha, Mathew & Radhakrishnan, 2019; Kanatt, 2020; Miao, 

Walton, Wang, Li & Wang, 2019; Cheng et al., 2019; Turalija, Bischof, Budimir & Gaan, 

2016; Ejaz, Arfat, Mulla & Ahmed, 2018). 

A natural antimicrobial compound is sophorolipid. It is mainly produced by 

Starmerella bombicola and belongs to the glycolipid class, being composed of a disaccharide 

sophorose linked to a hydroxy fatty acid fraction (Ashby & Solaiman, 2014). Sophorolipid has 
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been recognized as a biocompatible and low toxic molecule with great potential to be explored 

in the food industry (Develter & Lauryssen, 2010; Sharma, 2016). 

Some researches demonstrated its applicability as modulator in taste-sensory 

properties (Ozdener et al., 2019), food emulsifier (Gaur et al., 2019; Silva et al., 2020), and as 

preservative and antibacterial agent against several pathogens, including the main foodborne 

bacteria L. monocytogenes, Salmonella spp., E. coli O157:H7, Campylobacter jejuni and 

Clostridium perfringens (Dengle-Pulate, Joshi, Bhagwat & Prabhune, 2014; Olanya et al., 

2017; Silveira et al., 2019; Zhang, Ashby, Solaiman, Uknalis & Fan, 2016; Chen, Lü, An, Ji & 

Liu, 2020).  

Ashby, Zerkowski, Solaiman & Liu (2011) reported that polyhydroxybutyrate (PHB), 

pectin and alginate films containing sophorolipid had antibacterial action against 

Propionibacterium acnes, a causative acne bacterium. Other studies also demonstrated that 

sophorolipid can act as a plasticizer, enhancing the thermomechanical properties of PHB 

(Ashby & Solaiman, 2014), poly(ε-caprolactone) (PCL) and PLA films (Solaiman, Ashby, 

Zerkowski, Krishnama & Vasanthan, 2015). 

There are few reports about sophorolipid incorporation into polymer matrices, 

especially directed towards food packaging applications. Characteristics such as nontoxic 

nature, biocompatibility, biodegradability and excellent antimicrobial activity (Zhang, Ashby, 

Solaiman, Uknalis & Fan, 2016) make sophorolipid a biomolecule with great potential for 

application in antimicrobial packaging, especially for highly perishable foods, such as chicken 

meat. 

Chicken meat is easily affected by microbial spoilage and is highly associated with 

foodborne diseases. Bacteria such as L. monocytogenes, Salmonella spp., Escherichia coli and 

Staphylococcus aureus are the main associated pathogens (Ahmed et al., 2018). Many attempts 

have been made to control these bacteria, drawing attention to the development of active 

antimicrobial food packaging, which not only provides food safety but also enhances the 

quality and shelf life of poultry products (Khan, Sadiq & Mehmood, 2020). 

The objective of this study was to develop renewable and antimicrobial films 

combining PLA with sophorolipid to present a perspective in food packaging for the poultry 

industry, exploring both functional applications of antimicrobial and plasticizer/modifier 

properties. 
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2. Material and methods 
 

2.1 Material and microorganisms 
 

Polylactic acid (Ingeo™ Biopolymer 4043D) was obtained from NatureWorks, and 

chloroform was purchased from Synth (Labsynth, São Paulo, Brazil). Starmerella bombicola 

(ATCC® 22214™) was obtained from the American Type Culture Collection (ATCC, 

Manassas, USA) and used for sophorolipid production. For the antimicrobial test, the poultry 

meat isolates Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus and Salmonella spp. were 

obtained from a local poultry industry. 

 

2.2 Methods 
 

2.2.1 Sophorolipid production 
 

The production of sophorolipid was carried out by S. bombicola in a bioreactor using 

glucose and oleic acid as substrates, based on the conditions described by Silveira et al. (2019). 

Sophorolipid was obtained by solvent extraction with ethyl acetate according to the protocol 

reported by Minucelli et al. (2016) and had been previously chemically characterized by 

nuclear magnetic resonance (NMR), high-performance liquid chromatography (HPLC) and 

thin-layer chromatography (TLC), and the structural characterization analyses confirmed the 

predominance of the lactonic C18:1 diacetylated form (Silveira et al., 2019).  

 

2.2.2 Preparation of polylactic acid-sophorolipid films 
 

The filmogenic solutions were produced by the casting method from polylactic acid 

(PLA 4043 D) dissolved in chloroform. For each film, a fixed concentration of 4 % (w/w) of 

solids (PLA + sophorolipid) was used. Five formulations were prepared with different 

proportions of PLA:sophorolipid: 100:0, 97.5:2.5, 95:5, 90:10 and 80:20, labelled PLA, PLA-

SL2.5 (3.9 g PLA + 0.1 g sophorolipid), PLA-SL-5 (3.8 g PLA + 0.2 g sophorolipid), PLA-

SL10 (3.6 g PLA + 0.4 g sophorolipid), and PLA-SL20 (3.2 g PLA + 0.8 g sophorolipid), 

respectively. The solutions were prepared under constant stirring at room temperature for 6 h. 

After complete homogenization, 40 g of the prepared formulations were poured onto glass 

plates (13.5 cm in diameter) and then allowed to dry for approximately 24 h at room 

temperature. The dried films were stored at 58% relative humidity and 25 °C until use. 
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2.2.3 Film characterization and antimicrobial activity 
 

2.2.3.1 Thickness 
 

A Mitutoyo manual micrometer (São Paulo, Brazil) was used to determine the 

thickness of the films at 10 different positions with an accuracy of ± 1 m. The mean standard 

deviation within the film was approximately 5% of the average thickness. 

 

2.2.3.2 Scanning electron microscopy (SEM) 
 

SEM analyses were conducted to observe the surface morphology of films utilizing a 

JEOL JSPM 100 electron microscope (Japan) at an accelerating voltage of 20 kV. Film samples 

and sophorolipid were mounted on bronze stubs using double-sided tape and then coated with 

a layer of gold (40-50 nm), allowing surface and cross-section visualization. 

 

2.2.3.3 Fourier transformed infrared (FT-IR) spectroscopy 
 

Film samples were cut, mixed with potassium bromide (KBr) and compressed into 

tablets. The FTIR measurements were obtained using a Shimadzu-8400 FTIR instrument 

(Japan). Measurements were performed in triplicate, and 100 scans were run in the spectral 

range of 4000–400 cm−1. The spectral resolution was 4 cm−1. 

 

2.2.3.4 Differential scanning calorimetry (DSC) 
 

The DSC analyses were run with the utilization of a Shimadzu DSC-60 calorimeter 

(Japan). Approximately 3.0 mg of samples were placed in platinum containers. The 

sophorolipid and film samples started at 30 ºC and 0 ºC and heated to 250 ºC and 100 ºC, 

respectively, at a heating rate of 5 ºC/min. The DSC calibration was performed with indium. 

The samples were subjected to two scans, and the glass transition temperature (Tg) was 

calculated as the inflection point of the baseline. 

 

2.2.3.5 Solubility 
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Film solubility was measured as the percentage of dry matter of the film solubilized 

in water during a period of 24 h according to Gontard, Guilbert and Cuq (1992). Tests were 

performed in triplicate. 

 

2.2.3.6 Water vapor permeability (WVP) 
 

Tests were performed in triplicate, according to the ASTM method E96 (ASTM, 

2000). Film samples were sealed in a permeation cell (0.00181 m2) at 25 °C in a desiccator. To 

keep a 75 % relative humidity (RH) gradient across the film, anhydrous calcium chloride was 

added to each cell (0 % RH), and a saturated sodium chloride solution was placed in the 

desiccator (75 % RH). The permeation cell was weighed every 2 h for 24 h, and the water vapor 

transport was quantified from the weight gain of the permeation cell. Changes in the weight of 

the cell were registered and plotted as a function of time. Linear regression was used to 

determine the slope of the straight line (g/s), which was divided by the transfer area (m2) to 

calculate the water vapor transmission rate (WVTR). The thickness of the films was measured, 

and the WVP (g Pa−1 s−1 m−1) was determined as WVP = [WVTR/S (R1 -R2)]d, where S is the 

saturation vapor pressure of water (Pa) at 25 °C, R1 is the RH inside the desiccator, R2 is the 

RH in the permeation cell, and d is the film thickness (m). The driving force [S (R1 -R 2)] was 

1753.55 Pa. under these conditions. 

 

2.2.3.7 Mechanical properties 
 

The parameters tensile strength (MPa) and elongation (%) were determined using an 

Instron 1141 (Instron Ltd., Canton – USA), according to ASTM D-882-91 (ASTM, 2002). Five 

sample strips (25×100 mm) of each formulation were clamped between pneumatic grips. The 

force (N) and deformation (mm) were recorded during extension at 50 mm min−1 with an initial 

distance between the grips of 50 mm. 

 

2.2.3.8 Antimicrobial activity of films 
 

The antimicrobial activity of the PLA-sophorolipid films was evaluated against the 

poultry meat isolates L. monocytogenes, S. aureus and Salmonella spp. 

Strains were first grown in Mueller Hinton (MH) agar for 24 h at 37°C. Using a 0.5 

McFarland scale, bacteria were adjusted to 108 CFU/mL (0.9% NaCl). Films were cut into 
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discs using a hole puncher, and both sides were sterilized using UV light for 15 min. The 

antimicrobial activity of the films was assessed by a liquid culture test. First, 10 L (106) of 

the bacterial suspensions were added to the discs and allowed to dry naturally on the surface 

of the films, which was around 30 min. Then, the discs were placed in microtubes with 1 mL 

of MH broth, vortex agitated for 1 min, followed by serial dilution with buffered peptone water 

and plated onto nutrient agar. Plates were incubated at 37 °C for 24 h, and the colony forming 

units (CFU) were counted. The test was performed in triplicate, and PLA film served as a 

control. 

 

2.2.4 Statistical analysis 
 

Tukey’s test (p≤ 0.05) was employed for mean comparison and performed using 

STATISTICA 13.5 (TIBCO Software Inc, Palo Alto, USA) 

 

3. Results and discussion 
 

3.1 Thickness and scanning electron microscopy (SEM) 
 

The produced PLA-sophorolipid films are shown in Fig. 1. The incorporation of 

sophorolipid did not affect the appearance of the films, which can be related with the good 

dispersion of sophorolipid into PLA matrix. Arrieta, López, Ferrándiz and Peltzer (2013) 

produced PLA-limonene blends for food packaging and they also observed that limonene 

addition (15 and 20 % w/w) did not influenced the transparency of films. Qin, Yang and Xue 

(2015) reported that the appearance and transparency is one of the most important food 

packaging requirements for consumers. Therefore, sophorolipid has no effect on the 

appearance of PLA films, even at the highest concentration tested.  

 

 

Fig. 1 Visual aspect of the polylactic acid-sophorolipid films PLA, PLA-SL2.5, PLA-SL5, 

PLA-SL10 and PLA-SL20. 
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The addition of sophorolipid did not increase the thickness, and the films did not 

present a statistically significant difference (p > 0.05) (Table 1). The incorporation of 

sophorolipid in the PLA matrix was evident in the SEM micrographs (Fig. 2). The PLA film 

presented a homogeneous nonporous surface structure without bubbles or aggregates, 

indicating the PLA property of forming smooth surface films. 

 

 

Fig. 2 SEM micrographs of sophorolipid (SL) and polylactic acid-sophorolipid films PLA, 

PLA-SL2.5, PLA-SL5, PLA-SL10 and PLA-SL20. 

 

The addition of sophorolipid formed films with a rougher and more porous matrix, 

which was more visible as the concentration of sophorolipid increased. These results are similar 

to those reported by Ashby and Solaiman (2014), who observed that the introduction of 

sophorolipid in the PHA polymer resulted in a dimpled and porous surface morphology. A 

possible explanation for this porous formation is the solvent-cast method employed to produce 

the films. During the evaporation of chloroform, sophorolipid might create a thin layer in the 

PLA matrix, which decelerates the solvent evaporation rate and induces the formation of pores 

(Ahmed, Mulla & Arfat, 2016). Therefore, the development of a porous matrix with the 

incorporation of sophorolipid is attributed to phase separation between the solvent and the 

components of the films (Ashby & Solaiman, 2014). 
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Table 1. Results of thickness, solubility, water vapor permeability (WVP) and mechanical 

properties of polylactic acid-sophorolipid films. 

 

Formulations 
Thickness 
(µm) 

Solubility 
(%) 

WVP x 10¹¹ 
(g Pa−1 s−1 m−1) 

Tensile 
strength 
(MPa) 

Elongation 
(%) 

PLA 126 ± 21a 1.62 ± 0.57c 3.31 ± 0.03a 34.23 ± 3.25a 3.55 ± 0.46c 
PLA-SL2.5 127 ± 25a 2.33 ± 0.16bc 4.26 ± 0.55a 28.51 ± 2.93ab 11.71 ± 0.31ab 
PLA-SL5 124 ± 28a 2.47 ± 0.60bc 4.14 ± 0.63a 26.71 ± 4.58ab 9.03 ± 2.61b 
PLA-SL10 126 ± 14a 3.25 ± 0.06ab 4.85 ± 0.01a 26.53 ± 5.39ab 14.46 ± 2.03a 
PLA-SL20 129 ± 1a 4.58 ± 0.68a 4.99 ± 0.01a 19.21 ± 1.41b 1.29 ± 0.06c 

The results are expressed as the mean ± standard deviation. Different letters in the same column indicate 
significant differences (p ≤ 0.05) according to Tukey’s test. 
 

3.2 Fourier transformed infrared (FT-IR) spectroscopy 
 

The FT-IR spectra of the sophorolipid and PLA-sophorolipid films are presented in 

Fig. 3. All film samples exhibited a strong band proximate to 3419 cm-1, ascribed to the 

stretching vibration of –O–H groups presented in all compounds (Ahmed et al., 2019; 

Bersaneti, Mantovan, Magri, Mali & Celligoi, 2016; Wang, Rhim & Hong, 2016). Aliphatic 

hydrogens were also detected at 2928 and 2854 cm-1 (Minucelli et al., 2016). The PLA film 

presented expected characteristic bands at approximately 2854 and 1750 cm−1, assigned to the 

stretching vibrations of the –CH3 and –C=O of the ester group, respectively (Al-Itry, 

Lamnawar, & Maazouz, 2012; Ahmed, Mulla & Arfat, 2016). The bands at approximately 

1452 cm−1 and 1385 cm−1 are associated with the asymmetric and symmetric deformation of 

CH3 of PLA, respectively. The bands observed at 867 and 752 cm-1 are attributed to the 

amorphous and crystalline phases of PLA, respectively (Ahmed et al., 2018; Al-Itry, Lamnawar 

& Maazouz, 2012). 

The addition of sophorolipid showed visible changes in the FT-IR spectra of the films 

compared to the PLA film, presenting addition bands, which suggests a chemical interaction 

between the biopolymer and the biosurfactant. Sophorolipid presented a strong and large band 

proximate to the wavenumber 3419 cm-1, which is attributed to the presence of hydroxyls. This 

band is more intense in the sophorolipid spectra compared to the films, suggesting that the 

number of free hydroxyls is decreased, which may be related to the participation of this group 

in hydrogen bonds between the biopolymer and the biosurfactant (Solaiman, Ashby, 

Zerkowski, Krishnama & Vasanthan, 2015). Additionally, an important band appears at 

approximately 1750 cm-1, ascribed to the lactone carbonyl group (C=O), present in the 

sophorolipid molecule (Minucelli et al., 2016). 
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Fig. 3 FT-IR spectra of sophorolipid (SL) and polylactic acid-sophorolipid films PLA, PLA-

SL2.5, PLA-SL5, PLA-SL10 and PLA-SL20 

 

3.3 Differential scanning calorimetry (DSC) 
 

Thermograms of sophorolipid and PLA-sophorolipid films are presented in Fig. 4. An 

endothermic peak was observed between 125-150 °C, which can be related to the melting point 

of the sophorolipid; Zini, Gazzano, Scandola, Wallner and Gross (2008) observed an 

endothermic peak at 123 °C, which was attributed to the melting of sophorolipids, while Peng 

et al. (2014) reported a melting temperature at 134 °C. Both analyses were conducted with 

lactonic sophorolipids, as well as in our study, although they employed a ring opening 

polymerization method to obtain poly(sophorolipid), which might explain the slight difference 

in the melting point. A second endothermic event at 230-240 °C can be observed for 

sophorolipid, and it can be attributed to its thermal degradation. 

It is important to observe that these films were stable at a temperature range between 

0 and 100 °C, showing no degradation observed by DSC, which is a good indication of their 

thermal stability. The PLA-SL2.5 and PLA-SL5 films presented small peaks at approximately 

95 °C, which can be attributed to water evaporation. Solaiman, Ashby, Zerkowski, Krishnama 

and Vasanthan (2015) produced PLA films with sophorolipids and reported that the melting 

temperatures of these films were approximately 169-173 °C, and they also did not report any 

endothermic or exothermic effects below this temperature. 
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The glass transition temperature (Tg) values of the film samples are indicated in Fig. 4. 

The Tg of the PLA film was 40.1 °C, a very close value to the observed by Rhim, Mohanty, 

Singh and Ng (2006), who reported a Tg of 37.6 °C for PLA film prepared by solvent casting 

method, however these authors reported that PLA film prepared by thermocompression 

presented a Tg of 62.5 °C, which possibly can be attributed to the plasticizing effect of the 

solvent retained in the films prepared by solvent casting, resulting in lower Tg values.  Asadi 

and Pirsa (2020) observed Tg values between 25-30 °C for films prepared by solvent casting, 

while Byun, Kim and Whiteside (2010) reported Tg values of 51-66 °C for films prepared by 

extrusion.  

 

 

Fig. 4 DSC thermogram of sophorolipid (A) and polylactic acid-sophorolipid films PLA, PLA-

SL2.5, PLA-SL5, PLA-SL10 and PLA-SL20 

 

The Tg values of PLA, PLA-SL2.5, PLA-SL5, PLA-SL10 and PLA-SL20 films were 

30.2, 30.8, 28.5 and 37.5 °C, respectively, and all films with sophorolipid addition presented 

lower Tg values than the PLA film. According to Shirai et al. (2013), when amorphous and 

semicrystalline materials are submitted to temperatures below their Tg, they are in the glassy 

state, and above their Tg, the materials are in the elastomeric state, which is a state with 

increased chain mobility. Solaiman, Ashby, Zerkowski, Krishnama and Vasanthan (2015) 

reported that the addition of sophorolipid to PLA films seems to disrupt the intramolecular 
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forces between the polymer chains, acting as plasticizers, which can explain the decrease in Tg 

with its addition observed in this study.  

 

3.4 Solubility and water vapor permeability (WVP) 
 

The results of solubility and water vapor permeability of the films are shown in Table 

1. The solubility increased with increasing concentrations of sophorolipid. Additionally, WVP 

values did not present statistically significant differences with increasing concentrations of 

sophorolipid (P > 0.05). 

A study conducted by Ziemba et al. (2019) showed that the incorporation of lactonic 

sophorolipid into PLA electrospun fibers altered the hydrophobicity, imparting a more 

hydrophilic character to the material, possibly due to its sugar hydrophilic moiety, which might 

also explain this increase in solubility. 

According to Solaiman, Ashby, Zerkowski, Krishnama & Vasanthan (2015), 

sophorolipid can also act as a plasticizer in film formulations. Therefore, its incorporation could 

affect the cohesive forces of polymer interactions, enhancing the free spaces in the network 

and thus favoring the penetration of water, which could result in higher solubility (Merci, 

Marim, Urbano & Mali, 2019). 

Depending on the application of the film, an increase in solubility could be interesting. 

For example, for antimicrobial food packaging, an increase in solubility could result in a better 

release of the antimicrobial compound in the food surface, enhancing the protective effect 

against pathogens (Turalija, Bischof, Budimir & Gaan, 2016). Solaiman, Ashby, Zerkowski, 

Krishnama and Vasanthan (2015) compared the incorporation of sophorolipids into three 

different polymeric matrices, PLA, PCL and PHB, and they reported that PLA is the best matrix 

because it provides the high-level release of sophorolipid in aqueous solution compared to the 

other matrices. 

 

3.5 Mechanical properties 
 

The mechanical properties of the films are presented in Table 1. It can be observed 

that the tensile strength decreased with increasing concentration of sophorolipid, while the 

elongation had the inverse relationship under the same conditions. This might indicate that 

sophorolipid had a plasticizing effect on the films, increasing the polymer chain mobility, 

which resulted in the weakening of the polymeric matrix. 
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Plasticizers interfere in the polymer matrix by filling the volume of empty spaces, 

therefore causing a decrease in the intermolecular forces in the biopolymer (Arfat, Benjakul, 

Prodpran, Sumpavapol & Songtipya, 2014). It has been reported that the addition of lipid 

compounds into polymer matrices may interfere with polymer interactions, imparting a more 

heterogeneous and flexible film matrix (Ahmed, Mulla & Arfat, 2016). Another possible 

explanation could be because of the intensification of pores in the polymer matrix due to the 

incorporation of sophorolipid, as evidenced in the SEM micrographs (Ashby & Solaiman, 

2014). 

Regarding elongation, the addition of sophorolipid resulted in an increase for all 

formulations, except for the maximum amount of sophorolipid. This might indicate that 

adequate concentrations of sophorolipid led to an improvement in the mechanical properties of 

PLA films, although additional augmentation did not result in the same effect anymore. Similar 

performances were observed in films based on PHA with sophorolipid and PLA with 

cinnamaldehyde (Ashby & Solaiman, 2014; Qin, Yang & Xue, 2015). 

Therefore, these results indicate that sophorolipid acted as a plasticizer and modified 

the mechanical properties of PLA films by reducing the tensile strength and stiffness while also 

helping to improve the elasticity and flexibility due to the increased resistance to deformations 

before rupture. 

 

3.6 Antimicrobial activity 
 

The results of the antimicrobial activity of PLA-sophorolipid films are shown in Fig. 

5. As expected, the PLA film did not exhibit any antimicrobial effect against the tested bacteria. 

However, as the concentration of sophorolipid increased, an increase in the bactericidal action 

was also observed. 

L. monocytogenes and S. aureus were completely inhibited with PLA-SL10 film, 

representing a sensitivity of more than >4 log reduction and >2 log reduction, respectively. 

Regarding Salmonella spp., no bactericidal action was observed under the maximum 

concentration of sophorolipid, although it was possible to observe a significant bacterial 

population reduction of 50 %. 

The antimicrobial activity of sophorolipid is attributed to its ability to cause changes 

in the permeability of the cell wall and membrane of the bacteria, which may result in lysis and 

release of the intracellular contents, followed by cell death (Dengle-Pulate, Chandorkar, 

Bhagwat & Prabhune, 2013; Silveira, Queiroz & Celligoi, 2018). This disruption of bacterial 
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cells may be related to surfactant interactions between the sophorose moiety and the fatty acid 

chain (Chen, Lü, An, Ji, & Liu, 2019). 

Salmonella spp. was less sensitive in the presence of sophorolipid than L. 

monocytogenes and S. aureus. Usually, sophorolipid is more effective against Gram-positive 

bacteria than Gram-negative bacteria due to the differences in the cell wall structure of each 

type. As the mechanism of action of sophorolipid is towards membrane cell damage, the 

presence of two membranes in Gram-negative organisms may hinder its action, which might 

explain the results obtained in this study (Silveira et al., 2019). 

Additionally, it has been reported that lactonic forms of sophorolipid possess stronger 

antimicrobial action than acidic forms (Van Bogaert et al., 2007). In this study, the produced 

sophorolipid was characterized as a mainly lactonic C18:1 diacetylated form (Silveira et al., 

2019). Therefore, directing the production of sophorolipid for specific structures could be 

interesting, because these will directly reflect in its properties and applications (Ozdener et al., 

2019). 

 

 

Fig. 5 Antimicrobial activity of polylactic acid-sophorolipid films PLA, PLA-SL2.5, PLA-

SL5, PLA-SL10 and PLA-SL20 
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4. Conclusions 
 

The incorporation of sophorolipid into the PLA matrix significantly changed the 

thermomechanical properties of the films. FTIR analysis showed the chemical interaction 

between the sophorolipid and PLA structure, confirmed by the observation of additional peaks 

in the spectra of the produced films. Sophorolipid acted as a plasticizer agent, modifying the 

mechanical properties of the films, such as reducing tensile strength and stiffness and 

increasing hydrophilicity and flexibility. This could contribute to the application of the film as 

an antimicrobial packaging, since this change could impart a better release of the antimicrobial 

compound to the food matrix. The PLA-sophorolipid films exhibited antimicrobial activity 

against all the tested poultry isolate pathogens, being more effective against L. monocytogenes 

and S. aureus than Salmonella spp. In this study, we demonstrated that sophorolipid can be 

utilized as a multifunctional compound, being used to improve the thermomechanical 

properties of biopolymers and as an effective natural antimicrobial agent, with enormous 

potential in the food packaging industry for the control of foodborne pathogens. 
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Abstract 

 This study aimed to synthesize silver nanoparticles with sophorolipids (AgNP-SL) and 
develop starch nanocomposite films with improved properties to be explored in food packaging 
applications. AgNP-SL were spherical and highly stable, with an average size of 61.46 nm. 
They also demonstrated potent antibacterial action against Escherichia coli and 

Staphylococcus aureus, revealing its promising application for antimicrobial packaging. The 
addition of AgNP-SL into films resulted in color changes, which could contribute to a better 
UV-barrier capacity. The addition of nanoparticles and tartaric acid resulted in a heterogeneous 
matrix, suggesting chemical interactions between the compounds and the biopolymer. The 
nanocomposite films presented thermal stability, enhanced flexibility and antimicrobial action 
against E. coli, Salmonella enterica serovar Enteritidis, and S. aureus. The combination of 
AgNP-SL and tartaric acid resulted in pronounced bactericidal properties. The results 
demonstrate the great potential of these nanocomposite films as an effective packaging material 
against foodborne pathogens.   
 

Keywords: silver nanoparticles; sophorolipids; green synthesis; nanocomposite films; 

antibacterial activity. 
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1. Introduction 
 

Silver nanoparticles (AgNPs) have aroused great attention, due to their heat stability, 

high specific surface area (Ardjoum, Shankar, Chibani, Salmieri & Lacroix, 2021), and 

effective antimicrobial activity, being explored in diverse fields, such as biomedical (Durán et 

al., 2016), agriculture (Mishra & Singh, 2015), textile materials (Backx et al., 2018), cosmetic 

(Kokura et al., 2010), and food packaging applications (Ceballos, Von Bilderling, Guz, Bernal 

& Famá, 2021; Shankar, Rhim & Won 2018; Yang et al., 2022).  

AgNPs can be synthetized by different methods, however, the biological way has 

become more attractive nowadays due to the clean approach and sustainable synthesis without 

the use of hazardous and toxic compounds (Kowsalya, MosaChristas, Balashanmugam, Selvi 

& Rani, 2019).  Biological synthesis includes the utilization of plant extracts, microorganisms, 

or their metabolites as reducing agents of silver nitrate (Durán, Marcato, Alves, Souza & 

Esposito, 2005; Rajan, Chandran, Harper, Yun & Kalaichelvan 2015; Sharma, Yngard & Lin, 

2009).  

Biosurfactants have been pointed out as alternative candidates for AgNPs synthesis 

(Gómez-Graña et al., 2017; Khalid et al., 2018). Sophorolipids, produced though fermentation 

by Starmerella bombicola, are one of the most important biosurfactants in the market, being 

composed of a sophorose moiety linked to a fatty acid tail. (Silveira et al., 2019). This 

biomolecule is well-recognized for its biocompatibility, low toxicity, and biological properties, 

showing potent antimicrobial activity (Caretta et al., 2021; Hipólito et al., 2020, 2021; Filipe 

et al., 2022; Silveira, Queiroz & Celligoi, 2018; Silveira et al., 2019, 2020, 2021).  

Sophorolipids was already reported as reducing and capping agent in the metallic 

nanoparticles synthesis, and even enhanced their biological properties (Kasture et al, 2008; 

Basak, Das & Das, 2014; Kumar et al., 2010). Despite these previous reports about the 

synthesis of nanoparticles by sophorolipids, there is no work describing the incorporation of 

greenly synthesized AgNP-SL into matrix films, aiming to improve and expand the 

functionalities of nanocomposite films. 

Starch is a widely used biopolymer, but its limited mechanical properties and its high 

sensitivity to bacterial contamination, impairs its further use in food packaging (Ortega, García 

& Arce, 2019). Therefore, the incorporation of AgNP-SL could promote improvements in these 

aspects. Another approach to enhance the structural properties of starch is the addition of 

crosslinking agents, such as polycarboxylic acids, that cause the formation of intermolecular 

bridges between the glucose units in amylose and amylopectin, increasing the resistance of the 
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material (Dastidar & Netravali, 2012; Mendoza, 2015). Thus, the addition of tartaric acid was 

also studied in this work. 

Therefore, the objective was to optimize the conditions of a green synthesis of silver 

nanoparticles employing sophorolipids as reducing agent and to develop nanocomposite films 

incorporated with these produced AgNP-SL. Tartaric acid was also added in the formulations 

as a possible crosslinking agent, and the effect of incorporating these compounds was evaluated 

regarding morphology, physicochemical, thermomechanical, and antimicrobial action.  

 
2. Material and methods 
 

2.1 Material and microorganisms 
 

Silver nitrate was obtained from Sigma-Aldrich and sophorolipids were produced by 

fermentation with S. bombicola as previously reported by Silveira et al. (2019). Cassava starch 

was purchased from Yoki Alimentos, tartaric acid, and potassium hydroxide (KOH) were 

obtained from Dinamica, and glycerol was acquired from Synth. S. bombicola (ATCC® 

22214™), E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 25923, and Salmonella enterica serovar 

Enteritidis ATCC 13076 were obtained from the American Type Culture Collection.  

 

2.2 Synthesis of silver nanoparticles with sophorolipids (AgNP-SL) 
 

Silver nanoparticles were biosynthesized using sophorolipid as the reducing agent as 

described in Kasture et al. (2008) with modifications. Briefly, the assay was conducted in a hot 

plate magnetic stirrer, using 400 mL beakers with 100 mL of 1 × 10–3 M concentration aqueous 

AgNO3 solution with sophorolipid (1 × 10–3 M). Then, KOH was added dropwise and stirred 

in the appropriate conditions. Different times (5-60 min) and temperatures (40-100 ºC) were 

carried out to observe the colour changes, which indicated the AgNP-SL formation. Samples 

from the different parameters were analysed with ultraviolet-visible spectrophotometer. 

 

2.3 Characterization of silver nanoparticles with sophorolipids (AgNP-SL) 

 

Characterization of AgNP-SL was performed using an UV–vis spectrophotometer 

(BioTek Synergy HT, Winooski, USA) in the range of 300–700 nm. Size, polydistribution 

index value (PDI), and zeta potential of AgNP-SL were obtained by dynamic light scattering 

(DLS) (Zetasizer Nano, Malvern Instruments). Morphological analysis of the AgNP-SL was 
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performed by transmission electron microscopy (TEM) (JEM 1400, JEOL) operating at an 

acceleration voltage of 120 kV. Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) spectrum was 

recorded by a Shimadzu-8400 instrument (Japan) using the KBr pellet method. Measurements 

were performed in triplicate in the spectral range of 4000–400 cm−1 and resolution of 4 cm−1. 

 

2.4 Preparation of starch nanocomposite films  
 

The AgNP-SL (0.25%, 0.5%, 1% and 4%) and tartaric acid concentrations (5% and 

10%) were calculated based on the starch mass (3g/100 mL). The compounds were dissolved 

in distilled water and heated until 95 °C, under constant stirring. After, the filmogenic solutions 

were homogenized by sonication for 15 min, poured onto acrylic plates of 90x15 mm, and 

allowed to dry in a ventilated oven at 30 ºC for 24 h. The films were stored at 25 °C and 58 % 

relative humidity (RH) until use.  

Starch-based films were produced by the casting method with the incorporation of the 

produced silver nanoparticles (AgNP-SL) and tartaric acid (TA), resulting in eleven 

formulations , labelled as AM (3 g starch), AM + 0.25% (2.99 g starch + 0.0075 g AgNP-SL), 

AM + 0.5% (2.98 g starch + 0.015 g AgNP-SL), AM + 1% (2.97 g starch + 0.03 g AgNP-SL), 

AM + 4% (2.88 g starch + 0.12 g AgNP-SL), AM5 (2.85 g starch + 0.15 TA), AM5 + 0.25% 

(2.84 g starch + 0.0075 g AgNP-SL + 0.15 g TA), AM5 + 0.5% (2.83 g starch + 0.015 g AgNP-

SL + 0.15 g TA), AM5 + 1% (2.82 g starch + 0.03 g AgNP-SL + 0.15 g TA), AM10 (2.7 g 

starch + 0.3 g TA), AM10 + 0.25% (2.69 g starch + 0.0075 g AgNP-SL + 0.3 g TA). 

 

2.5 Starch nanocomposite films characterization                  

                                                          

2.5.1 Thickness and scanning electron microscopy (SEM) 
 

Ten different thickness points were measured using a Mitutoyo manual micrometer 

with ± 1 m accuracy. SEM analyses were carried out with a JEOL JSPM 100 microscope at 

an accelerating voltage of 20 kV.  
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2.5.2 X-ray diffraction (XRD) 

 

The crystallinity of each sample was investigated using a PANalytical X’Pert PRO 

MPD diffractometer equipped with CuKα radiation, operating at 40 kV and 30 mA.  All assays 

were performed with a diffraction pattern at 2θ = 5-70° and a scan speed of 1°/min. 

 

2.5.3 Differential scanning calorimetry (DSC) 
 

Film samples were analyzed with a Shimadzu DSC-60 calorimeter with a flow of 50 

mL/min nitrogen gas, and heated from 30 ºC to 100 ºC, at a heating rate of 10 °C/min. DSC 

calibration was performed with indium. 

 

2.5.4 Fourier transformed infrared (FT-IR) spectroscopy 
 

FTIR measurements were performed in triplicate and recorded by a Shimadzu-8400 

instrument (Japan) in the spectral range of 4000–400 cm−1 with a resolution of 4 cm−1. 

 

2.5.5 Solubility and Water vapor permeability (WVP) 
 

Solubility was calculated based on the solubilized dry matter of the film in water 

during 24 h (Gontard, Guilbert, 1992). WVP analysis was performed according to ASTM 

method E96 (ASTM, 1996) and the detailed protocol was previously described (Silveira et al., 

2020).  

 

2.5.6 Mechanical properties 
 

The tensile properties were performed using a TA.TX2 plus texture analyser (Stable 

Micro Systems, Surrey-UK), based on the ASTM- D882-9 (1996) method. Film samples of 

25×100 mm were clamped between pneumatic grips with an initial distance of 30 mm. The 

deformation (mm) and force (N) were determined during extension at 0.8 mm s−1. Analyses 

were performed in triplicate. 
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2.5.7 Antimicrobial activity of AgNP-SL and the nanocomposite films  
 

S. aureus ATCC 25923 and E. coli ATCC 25922 were used to verify the antimicrobial 

action of the produced AgNP-SL. Bacteria were cultured in Mueller-Hinton (MH) agar and 

incubated at 37 °C for 18 h. Saline solution was used to prepare bacteria suspensions at 1.5× 

108 CFU/mL (0.5 McFarland scale), and plated in a 96-well microplate at a concentration of 

5.0× 105 CFU/well (CLSI, 2012). AgNP-SL concentrations ranged from 225 to 3.51 M and 

the MIC was determined as the lowest concentration that inhibited the visible growth of 

bacteria.  

Afterwards, the antimicrobial action of the starch nanocomposite films was tested 

against S. aureus, E. coli, and Salmonella enterica serovar Enteritidis (Silveira et al., 2020). 

Bacteria were grown in MH agar at 37°C for 24 h and after, 10 L (106 CFU/mL) of the 

bacterial suspensions were added to previously sterilized film discs and allowed to dry at room 

temperature. Then, the discs were placed inside test tubes containing 1 mL of MH broth and 

incubated at 37°C, 50 rpm for 24 h. After the incubation, each test tube was vortex agitated, 

diluted with saline, and plated onto nutrient agar. Colony forming units (CFU) were determined 

after incubation at 37 °C for 24 h. 

 

3. Results and discussion 
 

3.1 Synthesis and characterization of AgNP-SL 
 

 Initially, the influence of temperature and reaction times in the nanoparticles 

synthesis by sophorolipids were evaluated by UV-Vis (Fig. 1A). Surface plasmon resonance 

(SPR) showed an increase of absorption in the range of 400-420 nm in higher temperatures, 

which is described as typical for  spherical shaped silver nanoparticles (Bezza, Tichapondwa 

& Chirwa, 2020; Farias et al., 2014). 

The influence of  temperature in nanoparticles synthesis is a well-studied phenomenon 

(Gómez-Graña et al., 2017; Kasture et al., 2008). At low temperatures the reaction is slow, 

which generates bigger and highly dispersed size particles. In the opposite, at high 

temperatures, the reaction rate accelerates, producing smaller particles with narrow size 

distribution. Moreover, silver reduction can be tracked by color change during the reaction 

(Fig. 1B). Before KOH addition, the solution was colorless, followed by the appearance of a 

yellowish-brown color as the temperature increased (Kasture et al., 2008; Singh, Shaikh & 
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Rale, 2021). This is an important parameter as it can indicate the end of the reaction through 

its stability.  

Since this reaction is time-dependent, we also evaluated the ideal reaction time for 

synthesis of nanoparticles. According to the results (Fig 1A), up to 5 min, the peak intensity is 

very low, followed by a sharp increase after 10 min. From 20 min onwards, the spectrum 

remains constant, with no significant change observed until 60 min (p > 0.05).  Based on UV-

Vis analysis, 100 ºC and 20 min were defined as the best parameters for the synthesis of AgNP-

SL. 

DLS analysis showed that average size, PDI and zeta potential of AgNP-SL were 

61.46 ± 0.46 nm, 0.375, and -41.0 mV, respectively (Fig.1C). Zeta potential measures the the 

electric potential and surface charge of nanoparticles, and values close to zero lead to particles 

aggregation, while particles with negative values tend to be more stable (Antony et al., 2013; 

Darne, Mehta, Agawane & Prabhune, 2016).  

 

 
Fig.1 Characterization of the silver nanoparticles with sophorolipids (AgNP-SL): (A) UV-vis 
spectra at different temperatures and reaction times, (B) Color follow-up during reaction (40, 
60, 80, 90 and 100 ºC), (C) TEM images, and (D) DLS analysis. 

 

PDI is related to colloidal stability and nanoparticle size distribution. Commonly a 

low PDI indicates good uniformity and monodispersed colloidal solution. Then, systems 

should have PDI values around 0.3 to be considered monodispersed, while values above this 

reveals a polydispersity distribution, in which precipitation may occur (Abdelsalam et al., 

2019; Brycki, Szulc & Babkova, 2020). The PDI value obtained here illustrated a good 

colloidal stability with narrow size distribution.  
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TEM images of the corresponding AgNP-SL are in accordance with the previous 

analyses, demonstrating spherical silver nanoparticles with homogeneous size distribution 

(Fig. 1D). Therefore, the produced and characterized AgNP-SL were incorporated into starch 

matrices to develop nanocomposite films. We hypothesized that this incorporation would 

improve the thermomechanical properties, as well as would impart antimicrobial action to the 

starch films due the presence of two well-known antimicrobial compounds: sophorolipids and 

silver nanoparticles.  

 

3.2 Starch nanocomposite films 
 

3.2.1 Appearance, thickness, and scanning electron microscopy (SEM) 
 

The visual aspect of the starch films is provided as supplementary material (Fig. 1S). 

AM formulation = (neat starch film), presented a transparent and colorless appearance. 

Conversely, the addition of AgNP-SL resulted in color development, becoming more 

prominent as the concentration increased. Similar results were observed in the literature, and it 

was attributed to the characteristic SPR of silver nanoparticles (Arfat, Ahmed, Hiremath, Auras 

& Joseph, 2017; Cano, Cháfer, Chiralt & González-Martínez, 2016). 

The darkening of the films would help preventing the UV light penetration, which 

may contribute to nutritional and quality attributes of food products (Kumar Shukla, Baul, 

Mitra & Halder, 2018). As pointed out by Samira, Hadi and Mohsen (2021), transparency is 

not always a desirable feature for food packaging. Dairy, meat, and food products with high 

fatty content may be benefited by dark films, as it would help preventing oxidation process 

induced by light. Indeed, the addition of tartaric acid only affected the opacity of the films but 

did not result in color modification.  

   The incorporation of AgNP-SL and tartaric acid resulted in increased thickness values, 

ranging from 169 ± 15 µm to 211 ± 17 µm (Table 1). SEM micrographs of the produced films 

are shown in Fig. 2. The surface morphology of starch film was smoother and more 

homogeneous than those with AgNP-SL incorporation. The nanocomposite films presented a 

rough structure, in which white dots evidenced the incorporation of the nanoparticles, 

becoming more apparent as the concentration increased. These observations are in agreement  

with the literature, in which a coarser structure was formed due the AgNPs incorporation 

(Bang, Shankar & Rhim, 2019; Peighambardoust, Peighambardoust, Pournasir & Pakdel, 

2019). 
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Fig. 2 SEM micrographs of the produced starch nanocomposite films with silver nanoparticles 
produced with sophorolipids and tartaric acid. 

 

Table 1. Results of thickness, solubility, water vapor permeability (WVP), tensile strength 
(TS), elongation at break (EB) and Young's modulus (YM) of the produced starch 
nanocomposite films with silver nanoparticles produced with sophorolipids (AM, AM + 
0.25%, AM + 0.5%, AM + 1%, AM + 4%) and tartaric acid (AM5, AM5 + 0.25%, AM5 + 
0.5%, AM5 + 1%, AM10, AM10 + 0.25%, AM10 + 0.5%). 
 

Formulations Thickness 
(µm) 

Solubility 
(%) 

WVP x 10¹¹ 
(g Pa−1 s−1 m−1) 

TS 
(MPa) 

EB 
(%) 

YM 
(MPa) 

AM 169 ± 15c 11.60 ± 0.97 b 2.40 ± 0.11ab 11.81 ± 6.02a 3.21 ± 1.61d 475.77 ± 67.78a 

AM + 0.25% 173 ± 10c 11.99 ± 2.71 b 1.69 ± 0.06b 10.74 ± 1.57a 3.66 ± 0.35d 243.64 ± 33.47b 

AM + 0.5% 176 ± 10bc 14.24 ± 2.84 b 1.65 ± 0.00b 9.52 ± 1.14ab 2.60 ± 1.64d 273.40 ± 1.93b 

AM + 1% 175 ± 13bc 14.29 ± 0.45 b 1.69 ± 0.06b 8.87 ± 3.62abc 3.88 ± 1.35d 190.76 ± 65.33bc 

AM + 4% 203 ± 13ab 14.56 ± 0.27 b 3.95 ± 0.11ª 6.50 ± 2.48abcd 9.47 ± 4.25d 167.80 ± 58.38bcd 

AM5 207 ± 7ab 16.77 ± 0.97ab 2.00 ± 1.40b 4.63 ± 1.44bcd 18.39 ± 10.14cd 124.45 ± 50.91cde 

AM5 + 0.25% 199 ± 8abc 16.05 ± 1.52ab 1.94 ± 0.01b 2.86 ± 0.48d 30.65 ± 13.56c 64.25 ± 14.45def 

AM5 + 0.5% 191 ± 8abc 16.48 ± 1.81ab 1.96 ± 0.04b 2.74 ± 0.35d 33.87 ± 10.97c 41.97 ± 9.82ef 

AM5 + 1% 198 ± 16abc 16.52 ± 1.74ab 2.85 ± 0.07ab 2.93 ± 0.67d 66.40 ± 4.74a 33.15 ± 1.54ef 

AM10 196 ± 8abc 20.69 ± 0.89 a 1.93 ± 0.01b 4.33 ± 1.95bcd 39.15 ± 13.75bc 29.64 ± 13.05f 

AM10 + 0.25% 211 ± 17a 21.78 ± 0.08 a 2.10 ± 0.08b 2.89 ± 0.43cd 57.34 ± 12.8ab 24.92 ± 4.43f 

AM10 + 0.5% 212 ± 15a 21.89 ± 2.16a 2.10 ± 0.13b 2.93 ± 0.64bcd 68.29 ± 2.90a 19.48 ± 4.29f 

*TS: tensile strength; EB: elongation at break; YM: Young's modulus. 
The results are expressed as the mean ± standard deviation. Different letters in the same column indicate 
significant differences (p ≤ 0.05) according to Tukey’s test. 
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Carboxylic acids addition is also known to alter the surface structure of films, creating 

a more compact and rougher surface due to the new polymeric network introduced by the 

crosslink agent (Suganthi, Vignesh, Sundar & Raj, 2020; Wu et al., 2019). Therefore, the 

association of tartaric acid and AgNP-SL resulted in an even more heterogeneous surface with 

increased roughness and significant morphological changes.  

 

3.2.2 Fourier transformed infrared (FT-IR) spectroscopy  
 

FTIR data of sophorolipids and AgNP-SL are shown in Fig. 3. A broad band around 

3400 cm-1 corresponding to the presence of hydroxyl groups interacting by hydrogen bonds 

appeared in the sophorolipids spectrum. Interestingly, the same band appeared in AgNP-SL, 

indicating interactions between hydroxyls of the sophorolipids and AgNP. The band at 1750 

cm-1 can be assigned to the lactone carbonyl group (C=O) in the sophorolipids molecule, the 

same band was reported previously by Minucelli et al. (2016) and Silveira et al. (2019) for 

sophorolipids.  

In the FTIR spectrum of sophorolipids, we observed the CH stretching vibration of 

the oleic acid moiety resonating at 3004 cm−1, which disappears in the AgNP-SL spectrum. 

This event was also observed by Baccile, Noiville, Stievano & Van Bogaert (2013), which 

correlated with the complexation of the nanoparticles through the C C double bond. They also 

observed that aliphatic hydrogens detected at 2940 and 2841 cm-1 in the sophorolipid sample 

were noticed in the AgNP-SL spectrum, showing that sophorolipids is present on the 

nanoparticle.  

All The AgNP-SL FTIR spectra of the films were similar to the pure starch film (AM) 

and did not present any additional bands (Fig.5b and 5c). This result can be explained by the 

differences in concentration: in relation to starch, the concentration of AgNP-SL and tartaric 

acid was significantly smaller; thus, the predominance of the starch molecule was more evident. 

Nevertheless, the band at 3400 cm−1, corresponded to the hydroxyls, was a bit less intense in 

the films with AgNP-SL incorporation (more evident in AM + 4%), possibly due to an 

interaction between the starch matrix to the nanoparticles, decreasing the −OH groups 

(Ceballos, Von Bilderling, Guz, Bernal & Famá, 2021).  

The crosslinking effects of the carboxylic acid can be seen due the presence of 

carbonyl (C=O) band detected at 1725 cm−1, attributed to the esterification of the tartaric acid 

and starch, and confirming their chemical interaction.  Additionally, the band is intensified 
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with the increase of tartaric acid concentration, indicating an increase in the formation of ester 

bonds (crosslinking reactions) (Dastidar & Netravali, 2012; Wu et al., 2019). 

 

 

Fig.3 FT-IR spectra of the sophorolipids and the AgNP-SL) (A) nanocomposite films with the 
incorporation of AgNP-SL (B) and with the incorporation of AgNP-SL and tartaric acid (C) 

 

3.2.3 X-ray Diffraction (XRD) 

  

The crystallinity of nanocomposite films was analyzed by XRD (Fig. 4A and 4B). The 

incorporation of AgNP-SL could be confirmed by the diffraction peaks at 38° and 44°, 

corresponding to the occurrence of crystalline silver nanoparticles (Bang, Shankar & Rhim, 

2019; Mathew, Snigdha, Mathew & Radhakrishnan, 2019). These results were more easily 

detected in the formulations with higher AgNP-SL concentrations (AM + 1% and AM + 4%), 

which suggests that lower concentrations were more dispersed in the film matrix and, therefore, 

hardly detected. In addition, the crystallinity of the films was not affected by tartaric acid 

addition, keeping its amorphous character. 
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Fig.4 DSC thermograms of the produced starch nanocomposite films with the incorporation of 
AgNP-SL (A) and with the incorporation of AgNP-SL and tartaric acid (B) X-diffractograms 
of the produced starch nanocomposite films with the incorporation of AgNP-SL (C) and with 
the incorporation of AgNP-SL and tartaric acid (D) 
 

3.2.4 Differential scanning calorimetry (DSC) 
 

No thermal events were detected during the tested temperature range (20-100 ºC), 

indicating a good thermal stability (Fig 4C and 4D). The possibly event that could be observed 

would be an endothermic peak due to water evaporation, since the degradation events and 

significantly weight loss are reported to occur at much higher temperatures (Garcia et al., 

2014). Still, the incorporation of AgNP and carboxylic acid, such as tartaric acid, are known to 

increase the thermal stability in films (Shankar, Rhim & Won, 2018; Suganthi, Vignesh, Sundar 

& Raj, 2020).  
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3.2.5 Solubility and water vapor permeability (WVP) 
 

The results of solubility and WVP are showed in Table 1. data. The solubility was not 

influenced by the incorporation of AgNP-SL, although the addition of tartaric acid led to 

significant increased values. There was an augment in solubility with the compounds 

incorporation, but in general, the new films presented low solubility values.  

Both AgNP-SL and tartaric acid led to a decrease in WVP values. Other studies 

reported that AgNPs incorporation generates electrostatic interactions with the matrix, 

decreasing the chain’s mobility and creating a tortuous pathway that limited the diffusion of 

water vapor molecules (Shankar, Rhim & Won, 2018; Peighambardoust, Peighambardoust, 

Pournasir & Pakdel, 2019).  A reduction in WVP could indicate a decrease in the moisture 

transfer between food and the environment, providing an increased shelf-life (Ramos et al., 

2016). 

Interestingly, the addition of 4% of AgNP-SL led to an increase in WVP. Low 

concentration of silver nanoparticles also interfered in the matrix tortuosity, but at high 

amounts, a less compact structure might be obtained, where water molecules can be easily 

transferred (Cano, Cháfer, Chiralt & González-Martínez, 2016). 

 

3.2.6  Mechanical properties 
 

Our results showed that TS values diminished with the increasing concentration of 

AgNP-SL, while EB had a slightly increase, but was not significantly influenced by the 

nanoparticle addition (Table 1). Previous studies also reported this same behavior with the 

addition of silver nanoparticles in film matrices (Basumatary et al., 2018; Ortega, Giannuzzi, 

Arce & García, 2017). Since EB values shows the mechanical flexibility of films, this might 

indicate that AgNP-SL incorporation did not have an influence on it. In general, it is expected 

that TS increases with nanofillers incorporation, evidencing the matrix reinforcement (Bang, 

Shankar & Rhim, 2019; Shankar, Rhim & Won, 2018), although this trend was not observed 

in this study.  

Tartaric acid addition had influence on the mechanical properties, presenting 

significantly lower values of TS and YM than those of AM formulation, however the EB 

increased significantly with increasing concentrations of the acid, indicating that the films 

became more flexible. Nandi, Tech and Guha (2021) also reported these events with the 

addition of different organic acids, which became more evident with increased acid 
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concentrations.  They explained that the increased acidity in the films might have resulted in 

acid hydrolysis of the starch molecules, reducing the TS. Therefore, they affirmed that the 

addition of organic acids enhanced the mechanical properties by reinforcing the polymeric 

matrix. 

We can also observe a synergism between AgNP-SL and tartaric acid regarding the 

influence in the mechanical properties. The combination effect of both compounds reduced 

even more the TS and YM, while EB was significantly higher in those cases, highlighting the 

formulations AM5 + 1% and AM10 + 0.5%.  

 

3.2.7 Antimicrobial activity 
 

The improvement of antimicrobial activity of nanoparticles with sophorolipids was 

previous reported. (Basak, Das & Das, 2014; Shikha, Chaudhuri & Bhattacharyya, 2020). 

Therefore, we synthetized AgNP-SL and obtained the  MIC values of 28.12 and 56.25 M for 

E. coli and S. aureus, respectively.  

The antimicrobial properties of silver nanoparticles can be associated with pathogens 

cell membrane pore formation and the generation of reactive oxygen species (ROS), which 

causes lipid peroxidation of the phospholipids presented in the membrane layer. Interaction of 

silver with the DNA and enzymes, that leads to cell division inhibition was also 

described(Singh et al., 2008).  

Sophorolipids can mediate the disruption of cell membrane due its surfactant effect, 

helping the internalization of the AgNP-SL. In other words, the presence of sophorolipids on 

the surface of the nanoparticles, facilitate the entrance of the AgNP-SL into the pathogen cell, 

increasing the permeability (Basak, Das & Das, 2014; Shikha, Chaudhuri & Bhattacharyya, 

2020).  

Having this in mind, we hypothesized that the incorporation of AgNP-SL would 

attribute antimicrobial properties to the starch nanocomposite films. The results are shown in 

Table 2. AM formulation did not present antimicrobial action, although with the increase of 

the AgNP-SL content, the inhibition of bacteria growth became more prominent. E. coli was 

more sensitive to the nanocomposite films in comparison with S. aureus, and Salmonella was 

only inhibited at the maximum concentration of AgNP-SL tested. 

The antimicrobial activity of tartaric acid was also evaluated, and the results showed 

interesting results when combined with the AgNP-SL. AM5 formulation had very poor effect 
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in inhibiting the bacteria. On the other hand, AM10 demonstrated good effectiveness against 

E. coli and S. aureus, reducing the growth in more than 5 logs.  

The mechanism of action of organic acids involves cytoplasmatic acidification with 

subsequent energy production disruption (Ricke et al., 2003). Therefore, the combination of 

tartaric acid and AgNP-SL maximized the antimicrobial action of the nanocomposite films, 

being capable of reducing the bacteria with much less concentration of the nanoparticles.  

 

Table 2. Antimicrobial activity of the produced starch nanocomposite films with silver 

nanoparticles produced with sophorolipids (AM, AM + 0.25%, AM + 0.5%, AM + 

1%, AM + 4%) and tartaric acid (AM5, AM5 + 0.25%, AM5 + 0.5%, AM5 + 1%, 

AM10, AM10 + 0.25%, AM10 + 0.5%). 

 

Bacteria growth inhibition (log10 CFU/ml) 
Formulations E. coli S. aureus Salmonella spp. 

AM >10 >10 >10 
AM + 0.25% 4.24 ± 0.23 9.85 ± 0.14 >10 
AM + 0.5% 4.61 ± 0.40 9.81 ± 0.19 >10  
AM + 1% 0 9.94 ± 0.04 >10 
AM + 2% 0 8.70 ± 0.20 9.79 ± 0.09 
AM + 4% 0 2.89 ± 0.07 0 
AM5 >10 9.46 ± 0.43 9.82 ± 0.29 
AM5 + 0.25% 0 >10 9.68 ± 0.34 
AM5 + 0.5% 0 9.81 ± 0.19 9.74 ± 0.30 
AM5 + 1% 0 9.79 ± 0.12 8.59 ± 0.42 
AM10 4.14 ± 0.18 4.40 ± 0.26 8.36 ± 0.39 
AM10 + 0.25% 0 0 0 
AM10 + 0.5% 0 0 0 

               The results are expressed as the mean ± standard deviation. 

 

4 Conclusions 
 

Highly stable spherical shaped AgNP-SL were developed, presenting a good colloidal 

stability, homogeneous size distribution and antimicrobial activity against all tested bacteria. 

Chemical and physical modifications were observed by SEM, FTIR, and XRD analysis on the 

obtained nanocomposite films, indicating matrix interactions with the compounds. 

Nanocomposite films were thermally stable, although the mechanical properties were only 

influenced by tartaric acid incorporation, resulting in improvements in the films flexibility. 

Importantly, the nanocomposite films presented strong bactericidal action, mainly against the 
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Gram-negative bacteria. The addition of tartaric acid improved even more the antibacterial 

action, showing the great potential of using these nanocomposite films as active packaging 

system for food pathogens control.   
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5.3 Patente 1: Filmes antimicrobianos de amido e nanopartículas de prata com 
soforolipídios para preservação de bananas 
 

Autores: Victória Akemi Itakura Silveira, Christiane Aparecida Urzedo Queiroz Freitas e 
Maria Antonia Pedrine Colabone Celligoi 
 
Protocolada em: 15/02/2023 (processo BR 10 2023 002856 0)  
 

Resumo: A presente invenção descreve um novo filme biodegradável à base de amido 

produzido de forma simultânea a sua incorporação com nanopartículas de prata e soforolipídios 

(AgNP-SL), que foram sintetizadas de forma biológica e sustentável, visando o 

desenvolvimento de revestimentos ativos antimicrobianos para frutas perecíveis, como a 

banana, visando aumentar a vida útil do produto e controlar patógenos alimentares. A 

formulação foi produzida pelo método de casting e o resultado da sua aplicação em bananas 

foi avaliado pelo acompanhamento visual do seu aspecto de preservação durante 5 dias de 

armazenamento. A adição do composto ativo AgNP-SL resultou em filmes uniformes e não 

quebradiços, que apresentaram propriedades multifuncionais melhoradas, como propriedades 

estruturais e biológicas superiores, devido a atividade antimicrobiana dos compostos 

incorporados. Para a aplicação nas bananas, os filmes foram resfriados à temperatura ambiente 

e as bananas assepsiadas com água destilada estéril. A aplicação foi realizada por imersão das 

frutas na solução filmogênica, deixadas secar à temperatura ambiente por 24h. Após a formação 

da película, os filmes foram avaliados durante 5 dias de armazenamento. Foi observado que o 

revestimento não alterou o aspecto original da banana e que a presença desta película na fruta 

permitiu um melhor estado de preservação, pela presença da fina camada do filme sobre a casca 

da banana, que minimizou a deterioração por trocas gasosas com o meio externo, a perda de 

água e a contaminação microbiana pela presença dos compostos soforolipídios e nanopartículas 

de prata. Sendo assim, o filme apresenta potencial inovador, sendo capaz de aumentar a vida 

útil das bananas pela barreira protetora formada pelo filme antimicrobiano, reduzindo os 

microrganismos contaminantes na fruta e as diminuindo as trocas gasosas que provocam o 

amadurecimento precoce dos frutos. 
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5.4 Patente 2: Processo de separação das formas acídicas e lactônicas dos soforolipídios 
produzidos por uma cepa de Starmerella 
 

Autores: Maria Antonia Pedrine Colabone Celligoi, Fernando Cesar de Macedo Junior, 
Gabrielly Terassi Bersaneti, Ismael Rodrigues Amador, Amanda Hipólito, Victória Akemi 
Itakura Silveira. 
 
Protocolada em: 16/12/2019 (processo BR 10 2019 026810 7)  
 

Resumo: A invenção refere-se a uma nova técnica de separação das estruturas lactônicas e 

acídicas do soforolipídio para direcionar às futuras aplicações industriais. O soforolipídio 

utilizado na técnica foi produzido por uma cepa de Starmerella, extraído e liofilizado. A 

amostra foi solubilizada em 100 mL de água destilada e corrigida para o valor de pH 11 pela 

adição de NaOH (1 M). A amostra foi submetida a funil de separação, com adição de acetado 

de etila, obtendo a fase orgânica lactônica e a fase aquosa. Essa fase foi ajustada a pH 2 com 

HCl (1 M), e submetida a uma nova extração, com adição de acetado de etila, obtendo na fase 

orgânica a estrutura acídica. As fases orgânicas lactônica e acídica foram submetidas a 

identificação estrutural através de cromatografia de camada delgada (CCD), cromatografia 

líquida de alta eficiência (CLAE) e espectroscopia por ressonância magnética nuclear (RMN). 

Os resultados encontrados nessa invenção demonstram uma nova metodologia de separação, 

de estruturas acídicas e lactônicas, dos soforolipídios da cepa de Starmerella, essa técnica 

demonstrou ser eficaz e viável, pela facilidade metodológica, baixo custo de operação e 

especificidade para futuras aplicações industriais. 
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5.5 Patente 3: Uso de soforolipídios de Starmerella durante a lavagem de carcaças para 
redução microbiana após a etapa de evisceração de frangos de corte 
 

Autores: Maria Antonia Pedrine Colabone Celligoi, Victória Akemi Itakura Silveira, 
Christiane Aparecida Urzedo Queiroz Freitas.  
 
Protocolada em: 30/06/2020 (processo BR 10 2020 013479 5)  
 

Resumo: A invenção proposta tem como objetivo o uso de soforolipídio, produzido por uma 

espécie de Starmerella, como coadjuvante na água utilizada para lavar as carcaças após 

evisceração e avaliar sua efetividade como sanitizante, contra coliformes termotolerantes e 

Escherichia coli. Os resultados demonstraram que os soforolipídios foram eficazes no controle 

dos patógenos, demonstrando ser um eficiente sanitizante, podendo ser usado como agente 

descontaminante nas indústrias avícolas, na etapa de evisceração na lavagem por aspersão das 

carcaças, reduzindo a contaminação, por coliformes termotolerantes e Escherichia coli. 
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5.6 Patente 4: Filme Multifuncional com ação prebiótica e antimicrobiana para 
revestimento de morangos 
 
Autores: Maria Antonia Pedrine Colabone Celligoi, Suzana Mali de Oliveira, Galdino de 
Andrade Filho, Bárbara Gionco Cano, Ane Stéfano Simionato, Victória Akemi Itakura 
Silveira, Talita de Oliveira Caretta.  
 
Protocolada em: 30/09/2020 (processo BR 10 2020 020086 0)  
 

Resumo: A presente invenção refere-se a um filme multifuncional com ação prebiótica e 

antimicrobiana, desenvolvido com frutooligossacarídeos de Bacillus e soforolipídios de 

Starmerella. A tecnologia apresentada compreende o desenvolvimento de um filme 

multifuncional para aplicação no revestimento de morangos, visando prolongar a vida útil desse 

produto altamente perecível através da barreira física e incorporação de soforolipídio como 

antimicrobiano, além de trazer o apelo prebiótico, devido a incorporação dos 

frutooligossacarídeos. Assim, a principal aplicação da tecnologia é revestir morangos durante 

o pós-colheita, a fim de trazer maior qualidade e segurança ao consumidor e diminuir as perdas 

devido sua perecibilidade. 
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5.7 Artigo de revisão: Sophorolipids: A review on production and perspectives of 
application in agriculture 
 

Autores: Maria Antonia P. C. Celligoi, Victória A. I. Silveira, Amanda Hipólito, Talita O. 

Caretta e Cristiani Baldo. 

Publicado em:  Spanish Journal of Agricultural Research, 2020.  

DOI: 10.5424/sjar/2020183-15225  

Abstract: Sophorolipids are bioactive molecules that have gained a lot of attention in the recent 
decades due to their unique functional properties of reducing surface and interfacial tension, 
emulsification and solubilization. They are mainly produced by the yeast Candida bombicola 

and are composed of a sugar moiety linked to a fatty acid chain. Sophorolipids are non-toxic, 
highly efficient and stable at extreme conditions and possess environmentally friendly 
characteristics over the chemical surfactants. This review is focused on the main characteristics 
of sophorolipids, fermentation processes, and their utilization in the agricultural field. In this 
context, sophorolipids are very suitable for use in agriculture, as enhancers of solubility and 
mobility of plant nutrients, which could result in increased plant biomass, root size and fruit 
yield. In addition, they could be used for biodegradation of oils, bioremediation of heavy metals 
in contaminated soils, and as potential biopesticides, to control phytopathogenic 
microorganisms in agriculture. The extensive use of chemical pesticides has led to widespread 
insecticide resistance and to hazards to human health and the environment due to their high 
toxicity. Thus, the introduction of a new biomolecule to control plant diseases and increase 
crop yield has become an interesting alternative. As a result of the demonstrated antimicrobial 
activity towards phytopathogenic bacteria and fungi, sophorolipids could be extensively 
explored in the agriculture field, as a sustainable and natural multifunctional agent for plant 
crops and soils. 
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 5.8 Livro: Microbial Sophorolipids: Production, Properties and Industrial Applications 

 
Autores: Amanda Hipólito, Victória Akemi Itakura Silveira, Talita de Oliveira Caretta, Briane 
Gisele Bigotto, Eduarda Mendes Costa, Giovanna Amaral Filipe,Tania Regina Kaiser, 
Christiane Aparecida Urzedo Queiroz Freitas, Cristiani Baldo, Maria Antonia Pedrine 
Colabone Celligoi.  

Publicado em: ELIVA Press, 2022. 

ISBN: 978-99949-8-144-1  

Resumo: Sophorolipids are biosurfactants produced mainly by non-pathogenic yeast 

Starmerella bombicola. They are composed of a sugar moiety linked to a fatty acid chain and 

their structure depends on the producer microorganism and the fermentations condition. 

Sophorolipids present several advantages over chemical surfactants as high biodegradability, 

diversity of biological properties and renewable characteristics being synthesized as a mixture 

of different molecules. In general, they can be divided into two main forms: acidic and lactonic 

and may have acetyl groups in the sophorose with variation in physicochemical and biological 

properties. They have numerous properties including the antimicrobial and antioxidant activity 

that allow their application in several sector of industry. Besides, sophorolipids present good 

stability in the wide range of pHs, temperatures, and salinity, low-foaming and excellent 

detergent properties. Consequently, these compounds hold a wide range of applications in food, 

agriculture, cosmetics and medical industrial sectors. This book covers the current knowledge 

of microbial sophorolipids providing information on their structure, synthesis, production and 

the industrial application.   
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5.9 Capítulo de livro 1: Perspectivas de aplicação de soforolipídio microbiano na 
indústria de alimentos 
 

Título do livro: Inovação em Ciência e Tecnologia de Alimentos 3 

Autores: Christiane Aparecida Urzedo Queiroz Freitas, Victória Akemi Itakura Silveira, 
Amanda Hipólito, Maria Antonia Pedrine Colabone Celligoi.  

Publicado em: Atena Editora, 2019. 

DOI: 10.22533/at.ed.98019091012 

Resumo: Devido à crescente preocupação ambiental, a procura por alternativas de produtos 

naturais que possam ser utilizados como aditivos alimentares tem aumentado, abrindo uma 

nova oportunidade aos surfactantes produzidos por microrganismos. O soforolipídio é um 

biossurfactante produzido principalmente pela levedura Starmerella bombicola, que se destaca 

por apresentar alta produtividade. O soforolipídio tem capacidade emulsificante, atividade 

antimicrobiana e antiadesiva, que são características com potencial para aplicação na indústria 

de alimentos. Sendo assim, o objetivo dessa revisão foi descrever a produção e caracterização 

de soforolipídio e as potenciais aplicações na indústria de alimentos. 
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5.10 Capítulo de livro 2: Exopolysaccharides in Fermented Foods and Their Potential 
Health Benefits 
 

Título do livro: Bioactive Compounds in Fermented Foods: Health Aspects 

Autores: Maria Antonia Pedrine Colabone Celligoi, Gabrielly Terassi Bersanetti, Cristiani 
Baldo, Reginara Teixeira da Silva and Victoria Akemi Itakura Silveira. 

Publicado em: CRC Press, Taylor & Francis Group, 2022. 

ISBN: 9780429027413 

Resumo: Since ancient times, fermentation has been employed in food preparation all over 

the world. Exopolysaccharides (EPSs) in fermented food products have gained wide 

attention among functional food consumers due to their potential in improving texture, 

flavor and rheology. The fermented products reported to harbor EPSs-producing 

organisms include dairy products, bakery products and cereal-based beverages, vegetables 

and meat products. Lactic acid bacteria isolated from several fermented foods have been 

reported in the production of EPSs, which are recognized to have several health benefits, 

such as antioxidant, cholesterol-lowering, prebiotic, antitumor and immunomodulatory 

properties. These health benefits make EPSs enriched fermented foods as an important 

functional food for the future. This chapter provides an overview of EPSs-rich fermented 

foods and their health benefits. 
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5.11 Capítulo de livro 3: Aplicação de soforolipídios de Candida bombicola em filmes 
antimicrobianos 
 

Título do livro: Agenda Global de Pesquisa em Ciências Biológicas 2 

Autores: Briani Gisele Bigotto, Giovanna Amaral Filipe, Victoria Akemi Itakura Silveira, 
Eduarda Mendes Costa, Audrey Alesandra Stinghen Garcia Lonni, Maria Antonia Pedrine 
Colabone Celligoi. 

Publicado em: Atena Editora, 2022. 

ISBN: 978-65-258-0177-3 

Resumo: A herpes é a segunda infecção viral mais comum na população mundial, podendo 

gerar complicações para o indivíduo se não tratadas corretamente. A maioria dos medicamentos 

contra herpes são utilizados no alívio dos sintomas, sendo o aciclovir o fármaco de primeira 

escolha, entretanto o tratamento demonstra limitada eficácia e necessidade de múltiplas 

aplicações, dificultando assim a adesão ao tratamento. O uso de metabólitos primários e 

secundários a partir da fermentação, no conceito biotecnológico, representa grande interesse, 

pois são capazes de substituir os compostos sintéticos. Dentre esses ingredientes derivados da 

biotecnologia, destacam-se o soforolipídios, um biossurfactante que pertence à classe dos 

glicolipídios extracelulares compostos por um dissacarídeo de glicose, a soforose, (O β-

Dglicopiranosil-2→1-β-D-glicopiranose) e unidos por ligação β-glicosídica entre o carbono 1’ 

e o carbono terminal (ω) ou subterminal (ω-1) possuem uma cadeia de ácido graxo de 16 ou 

18 carbonos que se destaca pela sua atividade antimicrobiana 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



116 

 

6 CONCLUSÕES 
 

• A melhor condição da hidrólise enzimática dos resíduos alimentares foi concentração de 1% 

(m/v) de amilase, protease e lipase por 2h a 30 ºC, obtendo-se uma liberação máxima de glicose 

de 40 g/L. 

 

• A produção de soforolipídios com os resíduos alimentares demonstrou ser possível, obtendo-

se ao final de 160 h, uma produção de 134,8 g/L, rendimento de 0,34 g/g e produtividade de 

0,85 g/L/h, valores comparáveis à fermentação com substratos de primeira geração de 144,1 

g/L, rendimento de 0,23 g/g e produtividade de 0,79 g/L/h.  

 

• A incorporação dos soforolipídios nos filmes de PLA aumentou a solubilidade, atuando como 

agente plastificante, reduzindo a resistência à tração e rigidez e aumentando a hidrofilicidade 

e flexibilidade. A adição de soforolipídios nos filmes de PLA conferiram propriedades 

antimicrobianas contra todos os microrganismos isolados de frango, sendo mais eficaz contra 

L. monocytogenes e S. aureus.  

 

• As melhores condições de síntese das nanopartículas de prata por soforolipídios (AgNP-SL) 

foram 100 ºC e 20 minutos. As nanopartículas apresentaram formato esférico, estabilidade, 

distribuição homogênea e tamanho médio de 61,46 nm, além de atividade antibacteriana contra 

E. coli e S. aureus.  

 

• Os filmes nanocompósitos de amido produzidos com a adição das AgNP-SL e ácido tartárico 

apresentaram aspecto visual homogêneo e com desenvolvimento de cor devido à presença dos 

compostos. Os filmes também apresentaram estabilidade térmica, aumento de solubilidade e 

flexibilidade pela presença do ácido tartárico e diminuição à permeabilidade ao vapor de água; 

 

• Os filmes nanocompósitos de amido com AgNP-SL exibiram atividade antimicrobiana contra 

E. coli, S. aureus e Salmonella spp. A adição de ácido tartárico melhorou a ação antibacteriana, 

demonstrando o grande potencial do uso desses filmes nanocompósitos como embalagem ativa 

para o controle de patógenos de origem alimentar 

 

•  Dessa forma, o presente trabalho apresentou a viabilidade de produção de soforolipídios a 

partir de fontes alternativas, como os resíduos de alimentos, para diminuir os custos de 
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produção e adotar um sistema de economia sustentável e circular. Os soforolipídios 

demonstraram ter propriedades multifuncionais, podendo ser aplicados para a síntese verde de 

nanopartículas de prata, assim como no desenvolvimento de filmes com características 

estruturais e mecânicas aprimoradas, e como um agente antimicrobiano eficaz para controle de 

patógenos de origem alimentar. 
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