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RESUMO

Os emulsificantes possuem propriedades hidrofileasidrofébicas, que atuam na interface das
emulsdes diminuindo a tensdo superficial. S&o @pmis em varios setores industriais e podem ser
produzidos por microrganismos ou através de sintsgmatica por enzimas produzidas por
microrganismos. A producéo de bioemulsificantesfl@@nciada por fatores como a natureza da fonte
de carbono, a temperatura e o tipo de microrganistii@ado. Objetivou-se avaliar o efeito das
concentracbes de uréia e Oleo de soja sobre a g&odde bioemulsificantes através de um
Planejamento Fatorial Completd, aitilizando o fungoAspergillus fumigatuem fermentagdo em
estado solido. As atividades emulsificantes O/A/© Aoram determinadas a fim de caracterizar a
producédo de bioemulsificantes. Maiores atividadaeslsificantes O/A e A/O foram obtidasem 2d e 6
d de fermentacdo. Em 2 d, as concentracfes Otimagéia e 0leo de soja foram as inferiores do
planejamento (5%), enquanto que em 6 d de ferm&mtag concentragcdes de 10% de uréia e Oleo de
soja resultaram em maiores atividades emulsifisartelicando que as concentracdes otimas das
fontes de carbono e nitrogénio utilizadas dependi@tempo de processo fermentativo.

Palavras-chave:Biossurfactantes, fungo filamentoso, fonte de @aobfonte de nitrogénio.
1 INTRODUCAO

Os emulsificantes sdo moléculas ampifilicas atigas aderem a superficie das
goticulas formadas durante a homogeneizacdo. Hstdéculas podem ser produzidas

biologicamente, através de microrganismos. Os eficalstes sdo adicionados para formacao
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da consisténcia e textura, dispersdo de fasesplohilzacdo de aromas, para melhorar a
capacidade de retencdo de ar em misturas e comaldéide de aumento do volume de
massas (ALONSO, 2001). Os alimentos contém compes@omo proteinas, carboidratos e
gorduras, além de 4gua. Os emulsificantes tornasiye tornar misciveis dois componentes
anteriormente imisciveis (ARAUJO, 2004).

Os bioemulsificantes sdo compostos produzidos peliasorganismos a partir de
processos fermentativos utilizando como substratmepostos como o0s 6leos vegetais,
carboidratos, residuos industriais, petroleo evedas. Sdo moléculas anfifilicas que atuam
na interface das emulsdes, diminuindo a tenséorfstipeou atuando como emulsificantes
poliméricos os quais impedem a agregacao de pladique desestabilizam as emulsdes.

Estes compostos tém recebido crescente interesgdtimas décadas pelas vantagens
gue possuem sobre os surfactantes quimicos, taise biodegrabilidade, baixa toxicidade,
producdo a partir de fontes renovaveis, funcioadkdsob condi¢cbes extremas de pH e
temperatura e estabilidade (KIM et al., 2000).

A fermentacdo em estado solido é definida como laggee envolve sélidos na
auséncia ou quase auséncia de agua livre; todes/gybstratos devem possuir umidade para
suportar o0 crescimento e metabolismo dos microsgaos (PANDEY, 2003). Esta
fermentacdo tem como vantagens o0 baixo custo da®riagprimas empregadas, a
simplicidade do meio de fermentacdo e a menor pitidade de contaminacdo pela menor
guantidade de agua presente (ALONSO, 2001; PANORY2; PANDEY et al., 2003).

A fonte de nitrogénio é essencial para a produedoi@emulsificantes e o crescimento
celular, sendo de grande importancia para a sidieggoteinas e enzimas (HOMMEL et al.
1994).

Objetivou-se avaliar o efeito das concentracbesurdda e Oleo de soja sobre a
producéio de bioemulsificantes através de um Plaregj Fatorial Completc?2utilizando o

fungoAspergillus fumigatusm fermentacédo em estado sdlido.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 MATERIAL E METODOS

2.1 Microrganismo, manutencéo e preparo do indculo

O microrganismoAspergillus fumigatuslisponivel no Laboratério de Fermentacdes
do Curso de Engenharia de Alimentos, foi utilizateste estudo. O microrganismo foi
mantido em tubos com agar-batata-dextrose (ABOjnados sob refrigeracdo a 4°C, sendo
realizadas repicagens periddicas a cada 3 mesgep@ro do indculo para as fermentacoes
foi realizado através da inoculagdo dos fungos Ewap de Petri contendo 30 mL de meio

ABD solidificado e em erlenmeyers e incubados £385r 5d a 7 d.

2.2 Preparo do meio de cultivo e condigbes experiame

O meio de cultivo foi composto por 85% de farelosd@ 15 % de casca de arroz. A
esta matriz sdlida adicionou-se 70 % de solucdmesatuja composicado era: 2 g/L de
KH2PO4, 1 g/L de MgS0O4 e 10 mL/L de solugdo tragomposta por 0,63 mg/L de
FeS04.7H20, 0,01 mg/L de MnSO4 e 0,62 mg/L de Zn€@gdua destilada até o volume de
1 L. O meio de cultivo foi esterilizado em auto@geor 20 min a 121 °C. A umidade foi
ajustada em 60% e o pH em 4,5. Ao meio foram adlicias uréia e 6leo de soja como fontes
de nitrogénio e indutor, segundo as concentracdePlanejamento Fatorial Completd 2
apresentado na Tabela 1.

Os experimentos foram realizados em engrens de 250 mL contendo 25 g de meio
inicial e inoculados com 2.3@sporos/g, sendo incubados por 8 d a 30 °C erfaesteada

48 h foram coletadas amostras para as determinagaéticas.

2.3 Determinacgdes analiticas

A extracdo dos bioemulsificantes do meio fermentfadoealizada a partir de 5 g de
farelo fermentado, aos quais adicionou-se 30 mlAgiea destilada a 90 °C seguido de
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extracdo em banho-maria a 50 °C durante 30 min, pasterior filtracdo em algodéao. Os
filtrados obtidos foram centrifugados por 15 mamc6000 rpm para separacao dos esporos,
e novamente filtrados em papel filtro Whatmann 40.

As atividades emulsificantes 6leo em ag0dA) e agua em Oleo (A/O) foram
determinadas segundo metodologia proposta por MARTt al. (2006). A determinacéo da
atividade emulsificante 6leo em agua foi realizadotubos de ensaio, utilizando 3,5 mL de
extrato fermentado e 2 mL de 6leo de milho. A missfoi agitada em agitador Vortex a 700
rpm por 1 min. Apos 60 min de repouso foi lida aabancia do meio emulsificado 6leo em
agua em espectrofotbmetro a 610 nm conforme Equagao

A atividade emulsificante agua em oOlepréalizada apos 24 h de repouso e feita a
leitura em paquimetro da altura da emulsédo 4guélemformada e da altura total (altura da
emulsdo mais altura da camada remanescente decétdoyme equacao (2).

AE O/A = (ABS amostra x D) — ABS branco (1)
AE A/O = (E amostra x D) — E branco (2)
Sendo:
AE = atividade emulsificante (AE);
O/A = 6leo em agua;
A/O = agua em 0leo;
ABS = absorbancia;
E = relacdo centesimal entre a altura da emulsda/digo e a altura total;

D = diluicdo da amostra em agua.

2.4 Tratamento dos dados e analise estatistica

A andlise dos resultados foi realizada a partir Algalise de Variancia dos
adimensionais das atividades emulsificantes nogpdeme maior atividade em comparacéo
com as atividades observadas no tempo inicial medietacdo. Os modelos de regressao, bem
como as superficies de respostas dos resultadadivigade emulsificante adimensionais

foram gerados.
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2.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos para as atividades emulsiéisadleo em agua (AE O/A) e agua
em 6leo (AE A/O) dos experimentos do Planejamensgorfal Completo 2 estdo
apresentados na Tabela 1.

Tabela 1: Valores reais e codificados da matrie>gerimentos do PFC & resultados de

AE oOleo/dgua (UE)* AE agua/dleo (UE)*
Exp (X9 (X2)
od 2d 6d 0d 2d 6d
1 5(-1) 5(-1) 1,05+0,44 1,98+0,58 2,40+0,13 5@35 178,90+34,8 6,01+0,06
2 10 (+1) 5(-1) 1,00+0,00 0,42+0,10 2,26+0,62 6&MI0 74,15+59,30 5,95+0,16
3 5(-1) 10 (+1) 1,00+0,00 1,80+0,53 2,34+0,14 5%®B20 65,47+70,86 173,06+32,2
4 10 (+1) 10 (+1) 1,00+0,00 0,51+0,41 2,56+0,38 O0&105  5,94+0,08 167,60+7,67

X1= [Uréia](%); %= [Oleo de soja](%)
*Resultados média + desvio padréo

As maiores AE O/A foram encontradas em 2 d de detatdo, nos experimentos 1
(1,98+0,58 UE) e 3 (1,80+0,53 UE), e em 4 d de &rtacao no experimento 4 (2,56+0,38
UE). Altas AE A/O foram obtidas em 2 d no experitoeh (178,90+34,81 UE) e em 6 d para
os experimentos 3 (173,06£32,20 UE) e 4 (167,68~AUE).

As maiores AE O/A e A/O foram encontradas nos eR@NtOS com niveis
superiores de concentracdo de 6leo de soja e undia,vez que a medida que ocorre a
fermentacdo, maior é a concentragdo de célulasrtanpo, maior a necessidade de nutrientes
para suprir o crescimento.

A analise de variancia (Anova) foi realizada aipdos adimensionais de atividades
emulsificantes calculados relacionando os resustatdtidos nos tempos 2 d e inicial, e 6 d e
inicial. A Anova do adimensional T2/TO da AE 6leqia em funcéo das variaveis do PEC 2
mostrou que o valor decdruado (15,195) foi superior ao i (6,591) mostrando que o
modelo estatistico foi validado, ou seja, que @ag¢ap causada pela regressao foi superior a
variagdo causada pelo erro. O mesmo ocorreu coalidagdo do modelo obtido a partir da
analise de variancia do adimensional T6/TO da A& Glaiculads= 8,324 € Bpelads 6,591).

A Tabela 2 apresenta os efeitos estimados daave#sido Planejamento Fatorial
Completo 2 sobre os adimensionais T2/TO e T6/TO da AE O/A. Erd de cultivo, a
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concentracdo de uréia apresentou efeito linearfis@ivo (p<0,05) e negativo sobre a AE
O/A, ou seja, ao passar do nivel inferior (5 %)apamivel superior (10 %) de concentracao
de uréia, houve uma diminui¢do da atividade emcésife. Através da Figura 1a, observa que
para qualquer concentracdo de 6leo de soja (5 6a)E0melhor concentracdo de uréia foi de
5 %.

No tempo de 6 d de cultivo os efeitos lineares ataxentracbes de Oleo de soja e
uréia foram significativos e positivos em um intdovde confianca de 90% (p<0,10), ou seja,
ao passar do nivel inferior (5 %) para o nivel siopé10 %) houve um aumento da atividade
emulsificante, o que pode ser verificado na Fidrague apresenta a superficie de resposta

para este adimensional.

Tabela 2: Efeitos estimados das variaveis do Riammjto Fatorial Completo® Zobre os
adimensionais T2 /TO e T6/TO da AE O/A

Fonte de Adimensional T2/T0 Adimensional T6/TO
variacao Efeitos p Efeito p
Média 1,178 0,001 2,410 0,000
[uréia] (X1) -1,601 0,003 0,560 0,016
[OS] (X2) 0,029 0,909 0,360 0,061
X1 X Xz -0,214 0,421 -0,200 0,224

A andlise de variancia dos adimensionais T2/T0/@d@a AE A/O demonstrou que
0s modelos de regressao sao validqsc(kdode 52,26 para o adimensional T2/TO e 7282
para o adimensional T6/T0). A Tabela 3 apresentf@®s estimados das variaveis sobre 0s
adimensionais T2/TO e T6/TO AE A/O. No tempo de @edcultivo, a concentragdo de uréia
apresentou efeito negativo sobre o adimension&EIA/O , pois ao passar do nivel inferior
(5%) para o nivel superior (10%) a atividade erfigksite diminuiu. Ja a concentracdo de
Oleo de soja apresentou efeito positivo significaqde ao passar do nivel inferior (5%) para
o nivel superior (10%) a atividade emulsificantenantou. No tempo de 6 d de cultivo, o
efeito da variavel fonte de nitrogénio manteve-sgativo, enquanto que o efeito da fonte de

carbono passou a ser positivo.



SIMPOSIO DE ISSN 2236-0409
@ (\ ALIMENTOS
Engenharia ’

v. 7 (2011)
*Alimentos

PARA A REGIAO SUL
Passo Fundo/RS - 28 e 29 de abril de 2017

p. 7/9

Tabela 3: Efeitos estimados das variaveis do Piammjto Fatorial Completo® Zobre os
adimensionais T2TO e T6/T0O da AE A/O

Adimensional Adimensional
Fonte de
o T2/TO T6/TO
variacao
Efeito p Efeito p
Média 14,091 0,000 15,836 0,000

[uréia] (X)  -9,160 0,000

[0S] (X))  -22,657 0,000 29,662 0,000
X1 X Xo 5561 0,050

0,010 -2,592

-2,599 0,000

A Figura 1 apresenta a superficie de respostadioseasionais T2/T0 (a) e T6/TO (b)
em funcdo das concentracdes de uréia e 6leo depsoma AE O/A. No tempo de 2 d de

cultivo, os efeitos lineares negativos indicarane quvariacdo da concentracdo dos niveis

inferiores (5 %) para os niveis superiores (10 éasmnou diminuicdo da AE A/O. No tempo

de 6 d de cultivo,maiores AE A/O foram obtidas amncentracdo de uréia de 5% de Oleo de
soja de 10%.
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Figura 1. Superficie de resposta influéncia da eotracdo de uréia e a concentracao de 0Oleo

PFC Z

de soja sobre os adimensionais T2/T0 (a) e Tasydd AE A/O em funcdo das variaveis do
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A fonte de carbono interfere na estrutura do bidastante, bem como na quantidade
produzida (DESAI et BANAT, 1997). Através da anélto PFC 2no tempo 2 d as maiores
AE A/O foram obtidas com 5 % de uréia e 5 % de dlesoja. No tempo de 6 d as maiores
AE A/O foram obtidas com 5 % ou 10 % de uréia e He2%6leo de soja. Isto € uma tendéncia
esperada, uma vez que para que 0 microrganismingend se multiplicar e produzir os
biocompostos necessita de quantidades superioffestgs de carbono e nitrogénio.

Para a AE O/A no tempo de 2 d, melhores resulttatasn obtidos com 5 % de uréia
e 5% ou 10 % de 6leo de soja. Em 6 d, melhoresdtag®s foram obtidos com 10 % de uréia
e 5 ou 10 % de oleo de soja. Assim, verifica-se @upiantidade das fontes de carbono e

nitrogénio utilizadas depende também do tempo deegso fermentativo.

3 CONCLUSAO

Em 2 d de fermentacdo, maiores atividades emusifigs O/A e A/O foram obtidas
utilizando-se os niveis inferiores de uréia (5%9)eo de soja (5%), enquanto que em 6 d de
fermentacdo, as maiores atividades emulsificanfdseQA/O nos niveis superiores de uréia
(10%) e 6leo de soja (10%).
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