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RESUMO

Os bioemulsificantes sdo compostos de origem hicddggroduzidos pelos microrganismos utilizando
como substratos compostos como os 6leos vegetaispidratos, residuos industriais, petroleo e
derivados. A concentracdo de bioemulsificantesymiokds por microrganismos em meios de cultivo é
influenciada pela natureza das fontes de carbomdregénio utilizadas. Objetivou-se selecionar
indutores e nitrogénio para a producdo de bioefiadsies via fermentacdo submersa através do
fungo Aspergillus fumigatusPara tanto um Planejamento Fatorial Completo tizando como
variaveis a fonte de nitrogénio (uréia, extratdededura ou nitrato) e o indutor (azeite de oliep

de milho ou déleo de soja) foi utilizado. O meioadétivo utilizado para as fermentacdes foi preparad
a partir de um extrato aquoso de farelo de sojaicm@do de solucdo de micronutrientes, de 2% da
fonte de nitrogénio e indutor e pH final de 7,0. fAementac¢des foram conduzidas por 8 d a 30°C,
sendo retiradas aliquotas para a determinacaotidaades emulsificantes 6leo em agua e agua em
Oleo, determinadas conforme Martins et al. (2006). maiores atividades emulsificantes foram
obtidas com o nitrato de sddio e o 6leo de sojeocimmtes de nitrogénio e indutor, respectivamente.

Palavras-chave:nitrato de sodio, 6leo de soja, atividade emuisifte
1 INTRODUCAO

Os bioemulsificantes sdo compostos de origem hiddgproduzidos pelos
microrganismos, utilizando como substratos, congsosbmo 0s 0leos vegetais, carboidratos,

residuos industriais, petréleo e derivados (KIMalet 2000). S&o moléculas anfifilicas que
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atuam na interface das emulsdes e em termos dioteuperficial, estabilidade a temperatura
e pH. (ALONSO, 2001). Sao estruturados por umadgmrhidrofilica que consiste de
aminoacidos, peptideos, anions ou cations; morssadarideos ou polissacarideos e uma
porcdo hidrofébica consistindo de &cidos graxosradbs ou insaturados, e por isso ficam
acumulados na interface formando micelas, mediasdases de diferentes polaridades como
Oleo-agua, ar-agua ou agua-sélido. (SINGH; CAMEOTR®04).

A produgéo de bioemulsificantes sofre influéncia fatores como a natureza da fonte
de carbono e nitrogénio, limitacbes nutricionaismperatura, aeracdo e o0 tipo de
microrganismo utilizado (BANAT, 1997). Pode ser qumido a partir da fermentacao
submersa, que possui como caracteristica prinepatilizacdo de um meio fermentativo
liquido com nutrientes solaveis, possui relativalidade de cultivo em grande escala, pois
garante homogeneidade do meio e facilidade no @enttos parametros do processo, se
monitorados por sensores adequados. No entant@i@ probabilidade de contaminacéao,
pela maior quantidade de agua, € um inconveniasie ggorocesso(ALONSO, 2001)

A natureza de fontes de nitrogénio e indutores esgenciais para 0 crescimento
celular, sendo de grande importancia para a sirdes@roteinas e enzimas. Diferentes
compostos nitrogenados tém sido empregados na g&#odie bioemulsificantes, tais como
uréia, eptona, extrato de levedura, sulfato de @mdamtrato de sédio. A producdo de
biossurfactantes é realizada a partir de diferefotei®s de indutores, tais como hexadecano,
parafina, 6leo de soja, 6leo de oliva, 6leo de ondldleo de algoddo (HOMMEL et al. 1994).

Objetivo-se a selecdao de fontes indutores e nitiogéara a producdo de

bioemulsificantes via fermentacao submersafsmergillus fumigatus

2 DESENVOLVIMENTO

2.1 MATERIAL E METODOS

2.1.1 Microrganismo e preparo do inoculo

O microrganismoAspergillus fumigatusfoi mantido em tubos com agar-batata-
dextrose (ABD) inclinados sob refrigeracdo a 4 S€hdo realizadas repicagens periodicas a
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cada 3 meses. O preparo do inoculo para a fern@nfacrealizado através da inoculacdo do
fungo em placas de Petri contendo 30 mL de meio ABliRlificado sendo incubados a 30 °C

por 7 d.
2.1.2 Preparo do meio para Fermentacdo Submerya (FS

O meio de cultivo foi preparado a partir da cocg@d 0 % de farelo de soja em &agua
destilada, a 100 °C durante 30 min, seguindo-séltdecédo em tecido para remocao de
sélidos. Ao meio filtrado adicionou-se 10 % de sélu salina contendo micronutrientes. O
meio foi esterilizado em autoclave por 20 min a 92% o pH ajustado para 7,0.

Os experimentos foram realizados em erlenmeye5@emL, contendo 100 mL de
meio inicial, 2 % de fontes de carbono e 2 % deefale nitrogénio conforme Planejamento
Fatorial Completo — PFC 32 (Tabela 1), e inoculadosy uma éarea circular de 2 cm de

diametro do ABD contendo esporos fangicos.

Tabela 1: Matriz do Planejamento Fatorial Comp8to

Experimento X Xz

1 -1(Ur) -1(AO)
2 O(EL) -1(A0)
3 +1(Ni) -1(A0)
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; % Fonte de Carbono; Ur= Ureia; EL= Extrato de lewag Ni=
Nitrato; AO= Azeite de oliva; OM= Oleo de milho; ©®leo de soja.

Os erlenmeyers da fermentagcdo foram incubados$ mba 30 °C, com agitacdo em
agitador orbital de 150 rpm, retirando a amosttada 48 h nos tempos 0d,2d,4d,6d,e 8

d para determinacao da atividade emulsificante éie 4gua e agua em oleo.
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2.1.3 Obtencéo dos extratos para determinacaouidaale emulsificante

Para determinagédo das atividades emulsificantesme®s fermentados foram

centrifugados por 20 min a 6000 rpm.

2.1.4 Determinagéo da atividade emulsificante

As atividades emulsificantes 0leo em agua e aguadkrm foram determinadas
segundo metodologia proposta por Martins et alO§20A determinacdo da atividade
emulsificante éleo em agua foi realizado em tubhtizando 3,5 mL de extrato fermentado e
2 mL de 6leo de milho. A mistura foi agitada emtadpr Vortex a 700 rpm por 1 min. Apés
60 min de repouso, foi lida a absorbéancia do meiulsgificado 6leo em agua em
espectrofotdmetro a 610 nm. A absorbancia da aiiMidemulsificante 6leo em agua foi
obtida diminuindo-se a absorbancia da amostra slarlbéncia do branco conforme a Equacao
1.

A atividade emulsificante 4gua em 6leo foi realzahoés 24 h de repouso e feita a
leitura em paquimetro da altura da emulsdo aguéalemformada e da altura total (altura da
emulsdo mais altura da camada remanescente de dd@drme Equacao 2, sendo utilizado

trés brancos com agua no lugar da amostra.

AE O/A = (ABS amostra x D) — ABS branco (2)
AE A/O = (E amostra x D) — E branco (2)

Sendo:

AE = atividade emulsificante (AE);

O/A = 0leo 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.
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2.1.5 Tratamento dos dados e analise estatistica

Para obter uma relagédo da variacdo entre a prodiegc@memulsificantes no inicio da
fermentacdo e nos demais tempos, utilizou-se pandlise estatistica dos planejamentos
experimentais os adimensionais entre os temposagtesentaram as maiores atividades

emulsificantes e o tempo inicial da fermentacéofamne a Equacao 3 .

ADM = Tx/TO (3)

Sendo:

ADM= adimensional

Tx=tempo de maior atividade emulsificante
TO= tempo inicial da fermentacao

Os resultados adimensionais foram analisados atde/énalise de Variancia

2.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos no Planejamento Fatorial gieton 32 realizado para avaliar o
efeito das fontes de carbono e nitrogénio sobtev@ade emulsificante 6leo em agua e agua
em Oleo utilizando fungdspergillus fumigatusa fermentacdo submersa estdo apresentados
Tabela 2. Para a atividade emulsificante 6leo euvadgram apresentados os resultados dos
tempos 6 d (T6) e inicial (TO), enquanto que pamiddade emulsificante agua em 6leo
foram mostrados os resultados dos tempos 2 dialifi®), visto que nestes tempos 6d e 2
d foram observadas as méximas atividades emulsiéisa

As maiores atividade emulsificante agua em oleanfioencontradas em 2 d de FS com
0leo de milho e nitrato de sédio (5,170+1,679UR) eatrato de levedura utilizando 6leo de
soja (3,977+0,081UE). As maiores atividade emulaifte agua em 6leo foram obtidas em 2
d de fermentacdo com nitrato de sodio combinado @eo de soja (223,580+23,421UE) ou
azeite de oliva (213,019+27,877UE).
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Tabela 2: Atividades emulsificantes 6leo em agégua em 6leo para o PFE&n FS
AE 6leo/agua* AE &gua/dleo*

Experimento X1/X, TO T6 TO T2

AO/Ni  2,880+0,5381,030+0,792120,108+55,691213,019+27,877
AO/EL  3,282+0,5363,555+0,323121,352+14,60852,802+40,812
AO/Ur  2,168+0,5110,292+0,328121,352+48,4963,623+4,587
OS/Ni  3,340+0,8303,678+1,048167,705+7,118 223,580+23,421
OS/EL  3,407+1,02(@,977+0,081146,479+15,15847,525+70,920
OS/Ur  4,673+0,2672,615+1,336182,136+7,734 154,270+11,891
OM/Ni  4,185+1,1025,170+1,679194,678+5,226 154,329+83,485
OM/EL 3,378+1,0193,342+1,459197,004+12,8095,889+0,054
OM/Ur 3,357+1,2610,870+0,528171,344+18,5755,962+0,145

X,= Fonte de Carbono; % Fonte de Nitrogénio

© 00 N O o B~ W N P

*Resultados média + desvio padrao

A Tabela 3 apresenta a andalise de variancia donesdiional da atividade
emulsificante agua em 6leo considerando-se o tengotempo inicial no Planejamento

Fatorial Completo 3para a fermentacdo submersa.

Tabela 3: Analise de variancia dos resultados awbineais T2/TO da atividade emulsificante
agua em 6leo para as variaveis do Planejamentoi&@aompleto 3
Soma de Graus de Quadrado Fcalculado Ftabelado

quadrados liberdade Médio

Regressao 3,875 4,000 0,969 24,879 3,179
Erro 0,506 13,000 0,039
Total 4 381 17,000

Verifica-se que o valor decfruado fOi Superior ao fpelade Validando o modelo. A
Tabela 4 apresenta os efeitos estimados e os ievédis de regressado das variaveis sobre o
adimensional T6/T0 da atividade emulsificante @roagua.
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Tabela 4: Efeitos estimados e coeficientes de se§medas variaveis FN e FC sobre o
adimensional da atividade emulsificante 6leo enadguT6/TO
Efeito Coeficiente p

de

regressao
Média 0,855 1,533 0,000
FN linear -0,677 -0,339 0,000
FN quadratico 0,648 -0,648 0,000
FC linear 0,302 0,151 0,020
FC quadratico 0,369 -0,369 0,002

FN = fonte de nitrogénio; FC = fonte de carbono

A partir da andalise dos dados da Tabela 4, vardie que os efeitos lineares e
quadraticos das fontes de carbono e nitrogénionfosgnificativos sobre a atividade
emulsificante 6leo em &gua no Planejamento FatdCiainpleto 3 realizado para a
fermentacao submersa.

O efeito linear da fonte de nitrogénio foi negatindicando que a variacao da fonte de
nitrogénio dos niveis inferiores (nitrato) para iveis superiores (uréia) ocasionaram
diminuicdo na atividade emulsificante 6leo em agnafeito linear da fonte de carbono foi
positivo, indicando que a variacdo da fonte dearavkdos niveis inferiores (azeite de oliva)
para os superiores (6leo de milho) aumentou adatid emulsificante 6leo em agua. Os
efeitos quadraticos positivos indicam ponto de mé@xno modelo estatistico.

A Tabela 5 apresenta a analise de variancia doemdional T2/TO das atividades
emulsificante dgua em oOleo obtidas em funcdo dasvess FN e FC do Planejamento
Fatorial Completo 3da fermentacdo submersa.

Tabela 5: Analise de variancia do adimensional U21as atividades emulsificante agua em
6leo para os experimentos do Planejamento Fataialpleto 3

Soma deGraus deQuadrado

guadrados liberdade Médio Feaiculado  Ftabelado
Regressao 3,791 4,000 0,948 12,203 3,179
Erro 1,010 13,000 0,078

Total 4801 17,000
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Verificou-se na Tabela 5 que o valor dgdnagefoi superior ao Epeiade Validando o
modelo estatistico. A Tabela 6 apresenta os efegtimmados e os coeficientes de regresséo
do adimensional T2/TO da atividade emulsificanteadgm 06leo, verificando-se que somente
os efeitos lineares e quadraticos da fonte degd@trio foram significativos (p<0,05) sobre a
resposta. O efeito linear da fonte de nitrogénionfegativo sobre o adimensional entre o
tempo 2 e o tempo inicial da atividades emulsifiesiigua em 6leo, indicando que menores
respostas foram obtidas nos niveis superioressieataveis.

Tabela 6: Efeitos estimados e coeficientes de ssgredo Planejamento Fatorial compléto 3
sobre o0 adimensional da atividades emulsificanta &yn 6leo no T2/T0

Efeito Coeficiente p

de

Regressao
Média 0,547 0,391 0,020
FN linear -0,896 -0,448 0,000
FN quadratico -0,491 0,491 0,004
FC linear -0,280 -0,140 0,106
FC quadratico 0,215 -0,215 0,146

FN = fonte de nitrogénio; FC = fonte de carbono

As maiores atividades emulsificantes 6leo em &guam obtidas com extrato de
levedura como fonte de nitrogénio e 6leo de sojacctonte de carbono (Figura 1), enquanto
gue as maiores atividades emulsificantes agua emfétam obtidas com qualquer fonte de
carbono e nitrato de sédio como fonte de nitrogéfigura 2).

Em experimentos conduzidos por Zinjarde e Pant 0 producdo de
bioemulsificante poly. lipolytica avaliada frente a diferentes fontes de nitrogémisulfato
de amonio e cloreto de amoénio propiciaram maiaiddde de emulsificacdo, enquanto que
ndo foi detectada atividade de emulsificagdo quamduotrato de sodio foi utilizado. Isso
demonstra haver a necessidade de mais estudosatds &® nitrogénio e carbono, bem como

de suas concentracdes, a fim de otimizar a prodigddossurfactantes.
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Figura 1: Influéncia das fontes de nitrogénkeigura 2: Influéncia das fontes de nitrogénio
e fontes de carbono sobre o adimensiomalfontes de carbono sobre o adimensional
T6/TO da atividade emulsificante Oleo em2/TO da atividade emulsificante agua em

agua para os experimentos do PEC 3 6leo para os experimentos do PFC 3

Apesar das maiores atividades emulsificantes élmoéagua obtidas utilizando o
extrato de levedura como fonte de nitrogénio, a/aelos custos desta fonte sdo um
impeditivo a sua utilizacdo. Este melhor resultpdde estar associado ao fato do extrato de
levedura constituir-se de uma fonte de nitrogénonmexa, que possui ainda outros
nutrientes, como vitaminas do complexo B. Em vietdd nitrato de sédio ter se apresentado
como a melhor fonte de nitrogénio para a obtenedeleladas atividades emulsificantes agua
em Oleo, esta pode ser escolhida em detrimentoxttat@ de levedura. Aléem disso, se
observados os valores adimensionais obtidos patividade emulsificante 6leo em agua,
verifica-se que estes eram inferiores a unidadeseja, a atividade emulsificante 6leo em
agua da maior parte dos extratos do planejameatgugrerior no tempo inicial. Em relacéo
ao indutor, o Oleo de soja possibilitou os melhoe=siltados de atividades emulsificantes,
além de ser uma opc¢ao mais econdémica que o Olevllue e azeite de oliva.

Makkar e Cameotra (2002) menciona que a otimizagéprocesso fermentativo é o
fator chave para melhorar o rendimento da prode&minuir os custos. Varios sdo os
estudos voltados a influéncia das fontes de carb®noitrogénio, mostrando que sao
parametros importantes na producao de biossurtastaiima vez que o tipo e a concentracao

do substrato empregado pode aumentar ou redukitess do biossurfactante e, até mesmo

modifica-lo estruturalmente.
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3 CONCLUSAO

O nitrato de soédio foi selecionado como a melhotdade nitrogénio, pois além de
apresentar elevada atividade emulsificante 6le@dgua e agua em 0Oleo, € também uma fonte
de nitrogénio mais econdmica comparado ao extimtevedura.

O odleo de soja possibilitou os melhores resultattoatividades emulsificantes, sendo

selecionado como a melhor fonte de carbono
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