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RESUMO

Os bioemulsificantes sédo produzidos por microrgaogscomo compostos ativos em superficies ou
através de sintese enzimatica por enzimas despste@cial de aplicacdo dos biossurfactantes baseia
se em suas propriedades funcionais que incluemséioatéo, separacdo, solubilizacédo e reducéo da
tensdo superficial. A composicdo e as caractaasstios bioemulsificantes séo influenciadas pela
natureza dos indutores e fontes de nitrogéniazatihs, assim como os fatores de pH, temperatura,
agitacdo e forma de conducdo do processo senden&xtrente importantes na quantidade e na
qualidade dos biossurfactantes produzido. Objetsmo estudo de indutores e fontes de nitrogénio
para a producdo de biossurfactantes utilizandongdiAspergillus fumigatuvia fermentagcdo em
estado solido, através de um Planejamento Fai@daipleto 32. As fontes de nitrogénio utilizadas
foram extrato de levedura, nitrato e uréia e ostim@s 6leo de oliva, 6leo de soja, 6leo de miks.
atividades emulsificantes O/A e A/O foram deterrdasmde acordo com a metodologia proposta por
Martins et al. (2006). A uréia foi escolhida commalhor fonte de nitrogénio e o 6leo de soja foi o
indutor que resultou nos melhores resultados si@atles emulsificantes.

Palavras-chave:Biossurfactantes, indutores, fonte de nitrogénio
1 INTRODUCAO

Os bioemulsificantes sdo compostos de origem hitddgue apresentam uma parte
hidrofilica e outra hidrofébica na molécula, o quenfere a estas inUmeras propriedades

surfactantes, sado produzidos pelos microrganisnibtzando como substratos, compostos
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como 0s Oleos vegetais, carboidratos, residuossindis, petroleo e derivados. Os
biossurfactantes sdo uma opcéo para substituiresur@ectantes sintéticos, pois sao mais
efetivos, atoxicos e biodegradaveis, podendo $ieraadtos como emulsificantes, em diversos
segmentos industriais, como alimenticio, cosmétilsiergentes, entre outros. Baseiam-se
em propriedades funcionais importantes como enmdsfio, separacdo, poder umectante,
solubilizac&o e reducao de viscosidade (KIM et24lQ0).

O processo de fermentagcdo em meio soélido utilizsstsatos insollUveis com baixas
porcentagens de agua na composi¢cao, 0s quais dewamtanto como suporte fisioldgico
guanto como fonte de nutrientes na auséncia deldgeaEsta fermentacdo apresenta como
vantagens o baixo custo das matérias primas engaegameio de cultivo, a simplicidade do
meio de fermentacao utilizada, a menor probabikddel contaminacdo do meio pela menor
quantidade de agua presente e a possibilidade @mgdlo da enzima extracelular mais
concentrada. (ALONSO, 2001; PANDEY, 1992; PANDEYakt 2003).

A fonte de nitrogénio € essencial para a produedniaemulsificantes e o crescimento
celular, sendo de grande importancia para a sirdes@roteinas e enzimas. Diferentes
compostos nitrogenados tém sido empregados nagiodie biossurfactantes. O extrato de
levedura é a fonte de nitrogénio mais utilizadaaproducdo de biossurfactantes, mas sua
concentracao varia de acordo com o microorganismmeio de producdao (HOMMEL, R. K.
et al. 1994). Objetivou-se o estudo de indutorésnées de nitrogénio para a producdo de
biossurfactantes utilizando o microrganisAspergillus fumigatusia fermentagcdo em estado
solido.

2 DESENVOLVIMENTO

2.1 MATERIAL E METODOS

2.1.1 Microrganismo, manutencao e preparo do imocul

O microrganismoAspergillus fumigatusoi mantido em tubos com agar batata-

dextrose (PDA) inclinados sob refrigeracdo a 4s&hdo realizadas repicagens periodicas a
cada 3 meses. O preparo do indculo para a fern@nfatcrealizado através da inoculagédo do
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Aspergillus fumigatusem erlenmeyers contendo 100 mL de meio PDA saatib,

inoculados com solucao de esporos e incubado$@ p6r 7 d.
2.1.2 Fermentacdo em estado sélido (FES)

O meio de cultivo para a fermentacdo em estaddas@i preparado utilizando 85 %
de farelo de soja e 15 % de casca de arroz. Aneataz adicionou-se 70 % de solucao
salina, cuja composicéo era: KH2PO4 — 2 g/L; MgSQ4g/L e solucgédo traco — 10 mL/L. A
composicao da solucéo traco foi FeS04.7H20 - 0,63MmSO4 — 0,01mg; ZnS0O4 - 0,62
mg e agua destilada até o volume de 1 L. O meiedtarilizado em autoclave por 20 min a
121 °C e o pH ajustado para 4,5.

Os experimentos foram realizados em erlenmeyeb@afl. contendo 25 g de meio,
os quais foram adicionados 2 % de fontes de carbdh®b de fonte de nitrogénio conforme
Planejamento Fatorial Completo — PFC 32 (TabelaAlipoculacdo dos meios foi realizada
pela adicdo de 3 mL de solucdo de esporos de fqueaa concentracao inicial de inéculo
fosse de 2.106 esporos/g meio. Posteriormentexparisnentos foram incubados a 30 °C
sendo coletadas amostras nos tempos 0 d, 2 d,64d),e 8 d para a realizagcdo das

determinacdes analiticas.

Tabela 1: Matriz do Planejamento Fatorial Comp8to

Experimento X1 Xo
1 -1(Ur) -1(A0O)
2 O(EL) -1(AO)
3 +1(Ni) -1(AO)
4 -1(Ur) 0(OM)
5 O(EL) 0(OM)
6 +1(Ni) 0(OM)
7 -1(Ur) +1(0S)
8 O(EL) +1(0S)
9 +1(Ni) +1(0S)

X1= Fonte de Nitrogénio; 2 Fonte de Carbono; Ur= Ureia; EL= Extrato de |lewed
Ni= Nitrato; AO= Azeite de oliva; OM= Oleo de milh®@S= Oleo de soja.
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2.1.3 Determinacdes Analiticas

Os farelos fermentados da fermentagdo em estaio $6fam submetidos a extracao
para a determinacdo da atividade emulsificantea Raextracédo, utilizou-se 5 g de farelo
fermentado extraidos com 30 mL de agua destile®x%C seguido para o banho-maria a 50
°C durante 30 min, com posterior filtracdo em afgod centrifugagéo a 6000 rpm por 15 min
para a separagdo das células fangicas e espols, fdpacdo em papel filtro. Os extratos
obtidos foram utilizados para a determinacéo dadatile emulsificante.

As atividades emulsificantes 0leo em agua e aguadkrm foram determinadas
segundo metodologia proposta por MARTINS et al0G)0Para determinacédo da atividade
emulsificante 6leo em &gua foi realizado em tub®sdsaio, utilizando 3,5 mL de extrato
fermentado e 2 mL de 6leo de milho. A mistura fyitada em agitador Vortex a 700 rpm por
1 min. Ap6s 60 min de repouso foi lida a absorté@do meio emulsificado 6leo em agua em
espectrofotdbmetro a 610 nm. A absorbéncia da atiidemulsificante 6leo em agua foi
obtida diminuindo-se a absorbancia da amostra slarlbéncia do branco conforme a Equacao
1.

A atividade emulsificante agua em 06leo foi realzaghdos 24 h de repouso, feita a
leitura em paquimetro da altura da emulsdo aguéalemformada e da altura total (altura da
emulsdo mais altura da camada remanescente decolgimyme Equacéo 2, sendo utilizado

trés brancos com agua no lugar da amostra.

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 = 4gua em 0leo;

ABS = absorbancia;

E = relacdo centesimal entre a altura da emulsada/délgo e a altura total,

D = diluicdo da amostra em agua.



SIMPOSIO DE ISSN 2236-0409

{ ALIMENTOS .7 (2011)

Engenharia PARA A REGIAO SUL p. 5/10
*Alimentos Passo Fundo/RS - 28 e 29 de abril de 2011

2.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos no Planejamento Fatorial gletm (PFC) 32, realizado para
avaliar a influéncia das fontes de carbono e dege@nio sobre as AE O/A e A/O pelo fungo
Aspergillus fumigatusvzia fermentacdo em estado solido estdo apresentaaolabela 2.
Foram apresentados os resultados dos tempos iffi€jpe de 2 d de fermentagéo (T2), visto
neste tempo terem sido observados os picos ddades emulsificantes.

Tabela 2: AE agua/éleo e 6leo/agua para os expetimelo PFC B3em FES
AE 6leo/agua (UE)* AE agua/dleo (UE)*

Exp XX, Tempo 0 d Tempo 2d Tempo Od Tempo 2 d
1 AOI/Ni 2,570+0,505  2,248+0,733 6,494+0,2486,538+52,482
2 AO/EL 2,545+0,393  4,167+0,484 8,215+3,331 6,535+0,077
3 AO/Ur 1,800+0,870  6,153+0,283 54,604+83,61853,365+4,368
4 OS/Ni 2,702+0,157  2,813+0,082 6,646+0,031 6,358+0,220
5 OS/EL  3,000+0,234  3,507+0,438  14,101+0,523 6,648+0,076
6 OS/Ur 2,640+0,210  4,798+0,497 6,333+0,15029,125+15,22
7 OM/Ni 2,14740,129  3,845%0,245 6,305+0,0589,345+125,95
8 OM/EL  2,332+0,040  4,525+0,696  13,916+2,6538,958+12,719
9 OM/Ur 2,272+0,310  5,888+0,428 6,334+0,0381,379+11,782

X,= Fonte de Carbono; % Fonte de Nitrogénio

*Resultados de média £ desvio padréo

As maiores atividades emulsificantes O/A (6,153 UE98 UE e 5,888 UE) foram
obtidas no tempo de 2 d de fermentagéo, utilizaxesao fonte de nitrogénio a uréia. A maior

AE A/O, de 129,125 UE (exp. 6) foi obtida com ur@&@adleo de soja como indutor.

Atividades emulsificantes A/O elevadas também foadntidas nos experimentos 1 (azeite de

oliva e nitrato), 7 (6leo de milho e nitrato) ed®e0 de milho e uréia).

A Tabela 3 apresenta a andlise de variancia do#tadss adimensionais da AE O/A,

calculados através da divisdo dos resultados abedo 2 d de fermentacdo em comparacao

com o tempo inicial, para os experimentos do Péanejito Fatorial Completd.3
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Tabela 3: Analise de variancia dos resultados atbinaais da AE O/A em T2/TO para os
experimentos do Planejamento Fatorial Compléto 3

Somade Grausde Quadrado Fcalculado Ftabelado

guadrados liberdade  Médio

Regressao 4,971 4 1,243 16,679 3,179
Erro 0,969 13 0,075
Total 5,939 17

A analise de variancia do modelo de regressao gepada AE O/A do T2/TO
demonstrou que o valor dgakuiadofOi superior ao valor degeiade Segundo Muralidhar et al.
(2001) o valor de &icuiadodeve ser superior ao valor dgpkagopara que a hipétese nula seja
rejeitada ao nivel de significancia estudado, o mplica que a variacdo causada pelo
modelo é significativamente maior que a variacaoexplicada.

A andlise dos efeitos e dos coeficientes de re@jpesbtida a partir do Planejamento
Fatorial Completo Besta representada na Tabela 4.

Tabela 4: Efeitos estimados e coeficientes de segredas varidveis do Planejamento Fatorial
Completo 3 sobre o adimensional da AE O/A no T2/T0

Efeito  Coeficiente p

de regresséao

Média 1,658 1,218 0,000
FN linear 1,093 0,546 0,000
FN quadratico  -0,153 0,153 0,282
FC linear 0,297 0,149 0,082
FC quadratico  -0,507 0,507 0,003

FN = fonte de nitrogénio; FC = fonte de carbono

A Figura 1 apresenta a superficie de resposta meeadional da AE O/A em 2 d de
fermentacdo, em funcdo das variaveis fonte degétrio e indutor. As maiores atividades
emulsificantes foram obtidas utilizando uréia cofonte de nitrogénio 6leo de milho ou
azeite de oliva como indutores. A variavel fonte rdgogénio apresentou efeito linear

positivo significativo (p<0,05), ou seja, passamtbonivel inferior para o nivel superior da
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fonte de nitrogénio (de nitrato para uréia), fosetvado aumento da AE O/A. O efeito
quadratico da fonte de carbono tambeém foi sigrtifioa(p=0,003) e negativo (-0,507), o que
demonstra a presenca de um ponto de minimo de AEu@izando o dleo de soja como
indutor e nitrato como fonte de nitrogénio. O Gtkosoja, entretanto, pode ser utilizado se a
uréia for utilizada como fonte de nitrogénio.

A andlise da variancia dos resultados de AE A/@ aptesentada na Tabela 5, sendo
usadas como respostas as AE A/O adimensionais iomdacio o tempo T2/TO,

respectivamente.

Tabela 5: Analise de variancia dos resultados awsineais da AE A/O no T2/TO para os
experimentos do Planejamento Fatorial Compléto 3
Somade Grausde Quadrado Fcalculado Ftabelado

quadrados liberdade Médio

Regresséao 555,644 4,000 138,911 9,203 3,179
Erro 196,219 13,000 15,094
Total 751,863 17,000

A andlise da variancia dos resultados adimensiodaisAE agua em 0leo (A/O)
demonstrou que o valor deakulado (9,203) foi superior ao valor daafeiado (3,179). Desta
forma, o modelo estatistico foi validado. Os efestimados e os coeficientes de regressao

das variaveis sobre a resposta neste adimensktaal &resentados na Tabela 6.

Tabela 6: Efeitos estimados e coeficientes de segmedas variaveis FN e FC sobre o
adimensional da AE A/O no T2/T0O
Efeito Coeficiente p

de
regressao
Média 4,843 4,152 0,000
FN linear 11,206 5,603 0,000
FN quadratica  -5,217 5,217 0,019
FC linear 0,211 0,105 0,927
FC quadratica 4,181 -4,181 0,051

FN = fonte de nitrogénio; FC = fonte de carbono
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A andlise dos dados da Tabela 6 mostra que os®leieares e quadraticos da fonte

de nitrogénio foram significativos, no efeito quatdro na fonte de carbono (p=0,051)

também houve significancia (p<0,05) sobre a respeatAE A/O no T2/T0 através do PFC
3 realizado para a fermentacéo em estado sélido.

O efeito linear da fonte de nitrogénio foi positimdicando que a variacao da fonte de

nitrogénio dos niveis inferiores (nitrato) para wiveis superiores (uréia) ocasionaram
aumento na AE A/O neste adimensional.

A Figura 2 apresenta a superficie de respostaftiggmeia do indutor e da fonte de

nitrogénio sobre o adimensional da AE A/O, demamsto que a uréia foi a melhor fonte de
nitrogénio, independente do indutor utilizado.
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Figura 1: Superficie de resposta da influéndtéggura 2: Superficie de resposta da influéncia

das fontes de nitrdgenio e indutores sobredas fontes de nitrogénio e fontes de carbono
adimensional

T2/TO da AE O/A dosobre o adimensional da AE A/O no T2/TO
Planejamento Fatorial Completo 32

no Planejamento Fatorial Completo 3

Os resultados adimensionais das atividades emcalsiés O/A e A/O obtidos atraves
da relacdo entre as atividades emulsificantes abtan 2 d e no tempo inicial indicaram que

a uréia e o Oleo de soja devem ser utilizados cdombes de nitrogénio e indutor,
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respectivamente, se 0 objetivo é a producéo deuni@stantes que apresentem elevadas AE
A/O e O/A simultaneas.

Hommel e Huse (1993) mencionam que 0s biossurfasafio predominantemente
sintetizados por microrganismos capazes de deghadarcarbonetos, mas também podem
ser produzido por microrganismos que utilizam cdorte de carbono, glicose, sacarose,
glicerol, etanol, entre outros. Varios sdo os esuenvolvendo a utilizacdo de diferentes
substratos na producédo de biossurfactantes, mdstrgne podem atuar como indutores,
influenciando no tipo e no rendimento do biossuédiaie.

Os resultados encontrados neste trabalho poderexgdicados pela afirmacdo de
Levisauskas et al. (2004), que mencionam que aectragdo de carbono, nitrogénio e fontes
de nutrientes especificos para taxa de crescimegltdar sdo os principais fatores que
influenciam a biossintese de biossurfactante. Gglteelos encontrados utilizando a uréia
como fonte de nitrogénio e 6leo de soja como fdetearbono, nas condi¢cdes utilizadas para
sintese destes compostos ppergillus fumigatusoram vantajosas do ponto de vista

econdmico.

3 CONCLUSAO

Na selecdo de fontes de nitrogénio e indutores @gmaducdo de bioemulsificantes
via fermentacdo em estado sdlido a partir do fulgpergillus fumigatysa uréia e o 6leo de
soja foram o0s que apresentaram o0s melhores ressiltatnultaneos de atividades
emulsificantes agua em o6leo (A/O) e 6leo em aguaA)(Estas sdo, além disso, as fontes
mais econdmicas, dentre as estudadas, o que eonpdlba a diminuicdo dos custos de

producao.

REFERENCIAS

ALONSO, F. O. M. Efeito da agitacéo e aeracao wdygao de lipases por Yarrowia
lipolytica. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias dad8y Universidade Federal do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2001.

HOMMEL, R. K.; HUSE, K.; Regulation of sophorospitl production by Candida
(Torulopsis) apicola. Biotechnol. Lett., v. 15853-858, 1993.



SIMPOSIO DE ISSN 2236-0409
Q @ ALIMENTOS v. 7(2011)

Engenharia PARA A REGIAO SUL p. 10/10
“Alimentos Passo Fundo/RS - 28 e 29 de abril de 2011

HOMMEL, R. K.; WEBER, L.; WEISS, A.; HHIMMELREICH, U RIKE, O.; KLEBER, H.
P. Production of sophorose lipid by Candida (Tqgpsls) apicola on glucose. J. Biotechnol.,
v.33, p. 147-155, 1994.

KIM, S. H.; LIM, E. J.; LEE S. O. Purification araharacterization of biosurfactants from
Nocardia sp. L-417. Biotechnology Applied Biochetmjisv. 31, p. 149-253, 2000.

LEVISAUSKAS, D.; GALVANAUSKAS, V.; ZUNDA, G.; GRIGSBKIS, S.; Model-based
optimization of biosurfactant production in fed-tfatulture Azotobacter vinelandiu
Biotechnol. Lett., v.26, p. 1141-1146, 2004.

MARTINS, et al. Solid state biosurfactant produnctio a fixed-bed column bioreactor.
Zeitschrift fur Naturforschung, v. 61c, p. 721-72606.

MURALIDHAR, R.; GUMMADI, S.N.; DASU, V.V.; PANDA, TStatistical analysis on
some critical parameters affecting the formatiopratoplasts from the mycelium of
Penicillium griseofulvum. Biochem. Eng. J., v.162@29-235, 2003.



