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Resumo  
Objetivo: Investigar o potencial biossurfactante de leveduras do gênero Candida 
tropicalis isoladas da água da área portuária do rio Negro, em Manaus (AM), com 
vistas à sua aplicação em processos de biorremediação em ecossistemas 
amazônicos. Metodologia: Foram coletadas amostras de água na orla do rio Negro, 
no porto público de Manaus durante o período de cheia. Os microrganismos foram 
isolados em meio Bushnell e Haas suplementado com 1% de óleo diesel como fonte 
de carbono. A identificação presuntiva das leveduras foi realizada em meio 
CHROMagar Candida®, com posterior avaliação do potencial biossurfactante por meio 
de bioensaios de emulsificação e do teste de biodegradabilidade utilizando o indicador 
redox 2,6-diclorofenol-indofenol. Resultados: Foram isoladas seis leveduras 
identificadas como Candida tropicalis. Todas demonstraram capacidade de 
emulsificação, com índices variando entre 6% e 53%, sendo o maior valor obtido pela 
cepa L1. O teste de biodegradabilidade indicou descoloração completa do meio 
mineral após 24 horas de incubação, confirmando o potencial biossurfactante e a 
capacidade de degradação de óleo diesel. Conclusão: Os resultados indicam que 
leveduras C. tropicalis isoladas da área portuária do Rio Negro apresentam atividade 
biossurfactante relevante e potencial de biodegradação de hidrocarbonetos, 
reforçando a importância da biodiversidade microbiana amazônica como fonte de 
compostos com aplicação biotecnológica.  
 
Palavras-chave: Região Amazônica. Biodegradação ambiental. Poluição 
por Petróleo. Substâncias Tensoativas. 
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Abstract  
Objective: To investigate the biosurfactant potential of yeasts of the genus Candida 
tropicalis isolated from the water of the Negro River port area in Manaus (AM), with a 
view to their application in bioremediation processes in Amazonian ecosystems. 
Methodology: Water samples were collected from the banks of the Negro River, at the 
public port of Manaus, during the flood season. Microorganisms were isolated in 
Bushnell and Haas medium supplemented with 1% diesel oil as a carbon source. 
Presumptive identification of yeasts was performed on CHROMagar Candida® 
medium, with subsequent evaluation of biosurfactant potential through emulsification 
bioassays and biodegradability testing using the 2,6-dichlorophenol-indophenol redox 
indicator. Results: Six yeasts identified as Candida tropicalis were isolated. All 
demonstrated emulsification capacity, with rates ranging from 6% to 53%, with the 
highest value obtained by strain L1. The biodegradability test indicated complete 
discoloration of the mineral medium after 24 hours of incubation, confirming the 
biosurfactant potential and diesel oil degradation capacity. Conclusion: The results 
indicate that C. tropicalis yeasts isolated from the port area of the Negro River have 
relevant biosurfactant activity and hydrocarbon biodegradation potential, reinforcing 
the importance of Amazonian microbial biodiversity as a source of compounds with 
biotechnological applications.  
 
Keywords: Amazon region. Environmental biodegradation. Oil pollution. Surfactants. 
 
1. Introdução 
 Os surfactantes ou tensoativos são compostos essenciais em diversos setores 
industriais, mas os de origem sintética frequentemente acarretam impactos adversos 
aos ecossistemas e à saúde (Badmus et al., 2021; Dini et al., 2024). Como alternativa, 
os biossurfactantes – moléculas anfipáticas de origem microbiana, vegetal ou animal 
– vêm ganhando destaque há décadas devido à sua biodegradabilidade, baixa 
toxicidade e eficiência na redução da tensão superficial e na formação de emulsões 
estáveis (Banat, 1995; Banat et al., 2000; Jain et al., 2023). 

Entre os microrganismos produtores, as leveduras se destacam por sua 
versatilidade metabólica e notável resistência a ambientes extremos, sendo capazes 
de tolerar variações de pH, salinidade e temperatura (Segal-Kischinevzky et al., 2022; 
Atasoy et al., 2023; Mohiuddin et al., 2024). Nesse contexto, espécies do 
gênero Candida, em particular Candida tropicalis, demonstram dupla relevância: são 
reconhecidas produtoras de biossurfactantes com potencial biotecnológico e, ao 
mesmo tempo, apresentam uma formidável adaptabilidade ecológica, sendo isoladas 
de ambientes clínicos e contaminados (Zuza-Alves et al., 2016; Almeida et al., 2021; 
Zhang et al., 2022; Caldas et al., 2024). 

O Rio Negro, na Amazônia, constitui um ambiente único, com águas ácidas (pH 
4,5–5,0) e ricas em substâncias húmicas (Sioli, 1967). Essas condições selecionam 
uma microbiota especializada, onde leveduras acidotolerantes como C. 
tropicalis podem prosperar. A presença de atividades portuárias e antrópicas nas 
margens do rio introduz fontes de contaminação por hidrocarbonetos, criando um 
cenário ideal para a seleção de microrganismos com capacidade biodegradativa. 

Diante desse contexto, este trabalho busca investigar o potencial de isolados 
de Candida tropicalis, obtidos da água da área portuária do Rio Negro, para produzir 
biossurfactantes e biodegradar óleo diesel. O estudo visa não apenas avaliar a 
aplicabilidade dessas leveduras em processos de biorremediação, mas também 
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compreender melhor sua adaptação a um ecossistema amazônico ácido e impactado, 
cujas particularidades microbiológicas ainda são pouco exploradas. 
 
2. Metodologia  
 
Amostras de água 

As amostras foram coletadas na orla do rio Negro, na área do porto público de 
Manaus (Amazonas, Brasil), entre maio e julho (período de cheia do rio), em quatro 
pontos georreferenciados: S 03°08’274’’ W 60°01’25.6’’, S03°14’0250’’ W 60°02’43.8’’, 
S 03°14’675’’ W 60°00’9700’’ e S 03°14’569’’ W 60°01’1380’’. As amostras foram 
acondicionadas em frascos de vidro esterilizados, mantidas sob refrigeração (<10 °C) 
e analisadas em até 8 horas após a coleta, conforme recomendações de Hunt e Rice 
(2005). 

 
Preparo das amostras para análise 

Cada amostra (10 mL) foi submetida a um processo de enriquecimento em 100 
mL do meio mineral Bushnell-Haas (BH), composto por KH₂PO₄ (1 g/L), K₂HPO₄ (1 
g/L), NH₄NO₃ (1 g/L), MgSO₄·7H₂O (0,2 g/L), FeCl₃ (0,05 g/L) e CaCl₂·2H₂O (0,02 
g/L) em 1 L de água destilada, suplementado com 1% (v/v) de óleo diesel como fonte 
de carbono. As amostras foram incubadas a 30 °C sob agitação constante (100 rpm) 
até a observação de turvação, indicando crescimento microbiano. 

 
Isolamento dos microrganismos 

A cada três ou quatro dias, alíquotas de 1 mL do meio enriquecido foram 
retiradas e semeadas em meio BH sólido suplementado com 1% de diesel, utilizando 
a técnica de incorporação. As colônias de leveduras isoladas foram repicadas em 
meio Sabouraud Dextrose Agar e incubadas a 28 °C por 24 horas. As culturas puras 
foram então preservadas em tubos criogênicos a 4 °C para análises posteriores. 

 
Identificação presuntiva de Candida spp. 

A identificação presuntiva foi realizada por meio de cultivo em meio diferencial 
CHROMagar Candida® (Laborclin, Pinhais, PR, Brasil). Esse meio contém substratos 
cromogênicos que reagem com enzimas específicas de cada espécie, permitindo 
distinção pela coloração das colônias. As amostras foram incubadas a 35 °C por 48 
horas e analisadas conforme as características descritas pelo fabricante e pela 
literatura (Bayona et al., 2020; Tamura et al., 2022). 

 
Teste de biodegradabilidade 

O potencial de biodegradação do óleo diesel foi avaliado segundo a 
metodologia de Hanson et al. (1993), utilizando o indicador redox 2,6-diclorofenol-
indofenol (DCPIP) em meio BH. Em microplacas estéreis, foram adicionados 250 μL 
do meio BH, 10 μL de diesel comercial e 5 μL de DCPIP, seguidos de 25 μL de 
suspensão celular de leveduras (10⁸ UFC/mL) cultivadas em caldo LB (Luria Bertani, 
Kasvi, Pinhais, PR, Brasil). Poços abióticos contendo apenas água estéril foram 
usados como controle negativo. As placas foram incubadas a 30 °C e observadas nos 
tempos de 0, 12 e 24 horas. A descoloração do indicador foi interpretada como 
evidência de atividade degradadora. 
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Índice de emulsificação (E24%) 
A capacidade emulsificante foi determinada pelo método descrito por Cooper e 

Goldenberg (1987). Foram testadas duas condições experimentais: (i) utilizando o 
líquido metabólico livre de células e (ii) a suspensão celular. Em tubos de ensaio, 2 
mL de diesel foram adicionados a 2 mL do líquido metabólico; as amostras foram 
agitadas por 2 min e deixadas em repouso por 24 h. O índice de emulsificação (E24) 
foi calculado pela fórmula: 

𝐸24(%) =
𝐻!
𝐻"
× 100 

 
Onde Hₑ representa a altura da camada emulsionada e Hₜ a altura total do 

líquido. As medições foram realizadas com paquímetro, em triplicata, e os resultados 
expressos em valores médios. 

 
3. Resultados e Discussão  

A caracterização presuntiva das leveduras isoladas, realizada em meio 
cromogênico CHROMagar Candida®, permitiu a identificação preliminar em nível de 
espécie. Os isolados L1, L2, L3, L4, L5 e L6 apresentaram colônias de coloração azul 
após 48 horas de incubação, compatíveis com Candida tropicalis. O meio diferencial 
utilizado é amplamente reconhecido por permitir a distinção entre espécies do gênero 
Candida: colônias verde-metálicas para C. albicans, azuis para C. tropicalis, lilases 
para C. glabrata e brancas para outras espécies. Estudos anteriores confirmam a 
precisão desse método (Bayona et al., 2020; Tamura et al., 2022).  

Nesse cenário, um estudo conduzido por Daef et al. (2014) comparou diferentes 
meios cromogênicos e técnicas moleculares, demonstrando que o CHROMagar 
Candida® apresentou alta sensibilidade e especificidade na identificação de C. 
albicans, C. tropicalis, C. glabrata e C. krusei. O meio mostrou desempenho 
comparável ao da técnica molecular seminested PCR, com 97,5% de concordância 
geral entre os métodos, além de ser economicamente mais viável e de fácil aplicação 
em laboratórios de rotina e contextos ambientais. Esses achados reforçam a 
confiabilidade do meio cromogênico como ferramenta para a identificação rápida de 
espécies de Candida, especialmente em estudos ambientais conduzidos em regiões 
de infraestrutura limitada. 

As leveduras são componentes importantes da microbiota aquática, 
comparáveis a bactérias e protozoários. Sua ampla distribuição está relacionada à 
plasticidade fenotípica e à capacidade de adaptação a variações de salinidade, 
temperatura, oxigenação e pH, o que explica o isolamento frequente de espécies 
ambientais e oportunistas, como as do gênero Candida (Monapathi et al., 2020; Segal-
Kischinevzky et al., 2022). Logo, a ocorrência de C. tropicalis em águas portuárias do 
rio Negro reflete sua notável adaptabilidade ecológica. Embora conhecida como 
agente etiológico de candidemia em ambientes hospitalares (Zuza-Alves et al., 2017; 
Braga et al., 2018; Wu et al., 2023; Nouér et al., 2024).  Hagler e Ahearn (1987) 
destacam que poucas leveduras são estritamente aquáticas, sendo frequente sua 
origem terrestre ou proveniente de efluentes domésticos.  

No caso do porto público de Manaus, fatores como o aporte de matéria 
orgânica, a ocupação irregular das margens e a deficiência de saneamento básico 
contribuem para o enriquecimento orgânico do rio, favorecendo o desenvolvimento de 
leveduras oportunistas. 

O teste de biodegradabilidade, conduzido com o indicador redox DCPIP 
(Hanson et al., 1993), confirmou a capacidade dos isolados em degradar óleo diesel. 
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A mudança de coloração do meio, observada em até 24 horas, evidenciou atividade 
enzimática voltada à oxidação dos hidrocarbonetos. Essa metodologia tem sido 
amplamente aplicada em estudos de biorremediação (Cormack; Fraile, 1997; Roy et 
al., 2002; Souza et al., 2010; Caúper et al., 2021; Oliveira et al., 2022), reforçando sua 
validade experimental. No entanto, como ressaltam Corseuil e Weber (1994), a 
simples presença de microrganismos degradadores não assegura uma 
biorremediação efetiva; é necessário considerar a biomassa ativa e o tempo de 
resposta metabólica. 

Os isolados confirmaram essa capacidade, demonstrando atividade 
degradadora de óleo diesel no teste com DCPIP em até 24 horas, um método 
amplamente validado em biorremediação (Hanson et al., 1993). Os ensaios de 
emulsificação (E24) revelaram uma significativa variação entre os isolados.  

Comparação do índice de emulsificação (E24) obtido em ensaios com células 
e sem células (líquido metabólico livre) para os isolados L1 a L6 de C. tropicalis 
provenientes de área portuária do rio Negro. Observa-se maior atividade emulsificante 
no sistema livre de células, com destaque para o isolado L1, que atingiu 53% de 
emulsificação (Figura 1). A variação entre os isolados reflete diferenças metabólicas 
no perfil de produção e secreção de biossurfactantes. 
 
Figura 1 - Índice de Emulsificação (E24) dos isolados de C. tropicalis com e sem presença de células. 
 

 
Fonte: Autora (2025). 

 
A análise do sistema livre de células revelou maior estabilidade da emulsão, 

destacando-se o isolado L1, que apresentou E24 de 53% (Figura 2). Esse padrão 
sugere que os biossurfactantes extracelulares são os principais responsáveis pela 
atividade emulsificante, conforme relatado por outros estudos (Moldes et al., 2021; 
Dini et al., 2024).  O tempo necessário para atingir a estabilidade máxima variou entre 
48 e 144 horas, sendo mais rápido nos ensaios sem células (72–96 horas), o que 
indica que a presença celular pode influenciar a cinética do processo.  
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Figura 2 - Relação entre o tempo para atingir o pico de emulsificação e o índice E24 sem células. 
 

 
Fonte: Autora (2025). 

 
A água do Rio Negro apresenta pH ácido, variando entre 4,5 e 5,0, e sua 

coloração escura está associada à presença de substâncias húmicas e fúlvicas 
provenientes da decomposição vegetal (Sioli, 1967). Nessas condições, 
microrganismos adaptados a ambientes ácidos são favorecidos. Leveduras, por 
exemplo, toleram baixos valores de pH (3,0–5,0), altas cargas orgânicas, elevada 
salinidade, presença de antibióticos e até misturas alcoólicas de até 12% v/v 
(Mohiuddin et al., 2024). O cultivo em pH baixo reduz a contaminação bacteriana, 
permitindo a predominância de leveduras mesmo em condições não estéreis (Atasoy 
et al., 2023), o que sugere sua adequação para processos biotecnológicos em águas 
ácidas como as do Rio Negro. 

A produção de biossurfactantes por leveduras é uma estratégia de adaptação 
para utilizar substratos hidrofóbicos e proteger as células contra a toxicidade de 
hidrocarbonetos (Sikkema et al., 1995). Essa síntese, frequentemente regulada por 
quorum sensing, ocorre majoritariamente na fase estacionária de crescimento (Ron; 
Rosenberg, 2002). Um estudo recente conduzido por Zhang et al. (2022) demonstrou 
que a C. tropicalis é capaz de secretar moléculas sinalizadoras, como (E, E) - farnesol 
e 2-feniletanol, que modulam sua morfologia e inibem a transição para a forma 
micelial, aumentando a estabilidade fisiológica e a eficiência em sistemas de 
tratamento de efluentes contendo óleo (Zhang et al., 2022). 

Essa plasticidade morfológica e metabólica reforça o potencial biotecnológico 
de C. tropicalis em processos de biorremediação ambiental. Almeida et al. (2021) 
produziram um biossurfactante glicolipídico a partir de C. tropicalis em meio de baixo 
custo, que reduziu a tensão superficial para 30,4 mN/m e promoveu a remoção de 
66,18% e a dispersão de 70,95% de óleo, além de aumentar em 70% a biodegradação 
por microrganismos autóctones. De forma semelhante, Caldas et al. (2024) obtiveram 
um biossurfactante da mesma espécie que atingiu tensão superficial de 25 mN/m e 
produção de 7,1 g/L, removendo 97% do óleo aderido às rochas e sem apresentar 
toxicidade para organismos marinhos. Esses resultados reforçam a eficiência, 
estabilidade e biocompatibilidade dos biossurfactantes produzidos por C. tropicalis, 
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consolidando-a como uma das espécies mais promissoras para aplicações 
sustentáveis em biorremediação. 

A busca por produtores eficientes e ecológicos também se estende a outros 
microrganismos. Sena et al. (2018) isolaram fungos filamentosos da Amazônia, com 
Penicillium sp. produzindo um biossurfactante estável a altas temperaturas e 
salinidade. De modo semelhante, Mahmoud et al. (2024), no Egito, otimizaram a 
produção por Aspergillus spp., isolados de solo contaminado por resíduos 
petroquímicos, obtendo glicolipídios que aumentaram a solubilidade de 
hidrocarbonetos policíclicos aromáticos e removeram óleo lubrificante do solo. 

Em conjunto, esses resultados consolidam a importância de leveduras, em 
particular C. tropicalis, como produtoras versáteis de biossurfactantes. A produção em 
meios de baixo custo, a estabilidade sob condições variáveis e a eficácia na remoção 
e dispersão de poluentes, aliadas à baixa toxicidade, posicionam essas biomoléculas 
como alternativas sustentáveis promissoras para a remediação de ambientes 
impactados por derivados de petróleo. 
 
4. Conclusão  

A partir da metodologia empregada para avaliar o potencial biossurfactante de 
cepas de C. tropicalis isolados da água do Rio Negro em área portuária, observou-se 
que, mesmo em um ambiente naturalmente ácido e de baixa condutividade elétrica — 
características que refletem a escassez de elementos alcalinos, nutrientes e 
compostos como fósforo livre, nitrito e nitrato —, há indicativos da presença de 
microrganismos com potencial biotecnológico relevante. Esses achados reforçam a 
importância de ampliar as investigações sobre a diversidade microbiana na área 
portuária do Rio Negro, considerando o expressivo potencial microbiológico da Região 
Amazônica e a crescente demanda por novas fontes naturais de compostos bioativos 
e ambientalmente sustentáveis. 
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