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RESUMO

Biossurfactantes sdo compostos de origem microbiana de alta biodegradabilidade e
baixa toxicidade. Possuem alta capacidade emulsificante tornando-se vantajosos
frente a surfactantes sintéticos, podendo substituir os emulsificantes convencionais,
originando assim um maior apelo mercadolégico por serem produtos considerados
naturais. Estudos desenvolvidos com o Bacillus amyloliquefaciens tém mostrado que
0 subproduto farelo de trigo apresenta-se como um bom substrato para a producdo
do biossurfactante adjunto de 6leo de fritura como agente indutor e Agua destilada
(como solucéo umidificadora) em 48 horas de fermentacédo. Testes preliminares, para
avaliar a influéncia do tempo na producdo de biossurfactante, mostraram que foi
possivel obter bons resultados de indice de emulsificacdo abaixo de 42 horas de
fermentacdo e nas 36 e 48 horas sao obtidas reducdes na tensdo superficial.
Fermentagdes suplementadas com FeSO4, NaSO4 e MnSO4 causaram efeito negativo
na reducdo da tensao superficial, no entrando a estabilidade da emulsdo mostrou-se
estavel nas concentracdes de NaSO4 testadas, mas ainda equiparaveis a fermentacao
sem metais. Foi possivel obter um biossurfactante que se mantivesse estavel em
fermentacdes de 24, 30 e 36 horas, sendo mais vantajoso trabalhar com 24 horas, por

apresentar emulsdes estaveis e vantagem econémica em tempo de processo.

Palavras-chave: Biossurfactante. Bacillus amyloliquefaciens. Farelo de trigo.

Fermentacdo em Estado Sélido. indice de Emulsificaco.



ABSTRACT

Biosurfactants are microbial origination compounds with high biodegradability and low
toxicity that have high emulsifying capacity making it advantageous compared to
synthetic surfactants, they may become substitutes for conventional emulsifiers,
resulting in a greater market attraction for being considered natural products. Studies
conducted with Bacillus amyloliquefaciens have shown that wheat bran is a good
substrate for the production of the biosurfactant with frying oil as inducer and distilled
water (as humidifier solution) at 48 hours of fermentation. Preliminary tests to evaluate
the time influence in production showed that it was possible to obtain a good
emulsification index below 42 and 36 hours of fermentation and reducing the surface
tension at 48 hours. Supplemented with FeSO4, NaSO4 and MnSO4 caused negative
effect in reducing the surface tension, the emulsion stability was stable in NaSOa4
concentrations, but it is still comparable to the fermentation without metals. It was
possible to obtain a biosurfactant stable in fermentations 24, 30 and 36 hours being
most advantageous to work with 24 hours fermentations because shows stable

emulsions and economic advantage in fermentation process.

Keywords: Biosurfactant. Bacillus amyloliquefaciens. Wheat bran. Solide State

Fermentation. Emulsification index.



LISTA DE ILUSTRACOES

Grafico 1 - Medidas de tensao superficial nos diferentes tempos de
fermentacao

Gréfico 2 - Medidas de indice de emulsificagdo nos diferentes tempos de
fermentacéo

Grafico 3 - Medidas de tensao superficial em diferentes concentracfes de
sulfato de ferro

Gréfico 4 - Medidas de indice de emulsificacdo para diferentes
concentracfes de sulfato de ferro e o padréo

Grafico 5 - Medidas de tensao superficial em diferentes concentracfes de
sulfato de sdédio e o padréo

Gréfico 6 - Medidas de indice de emulsificacdo em diferentes
concentracfes de sulfato de sodio e o padrao

Grafico 7 - Medidas de tensao superficial em diferentes concentracdes de
sulfato de manganés e o padrao

Gréfico 8 - Medidas de indice de emulsificacéo para diferentes
concentracOes de sulfato de manganés e o padrao

Grafico 9 - Comparacao entre o efeito dos metais FeSO4, NaSO4 € MnSO4
na tenséo superficial e o padrao

Gréfico 10 - Comparacao entre o efeito dos metais FeSO4, NaSO4 e
MnSO4 no indice de emulsificacdo em 24 horas de fermentacéo e o padrao
Grafico 11 - Superficie ajustada para a tensao superficial quando
comparada com a temperatura e concentragao do indutor em 24 horas de
fermentacao

Grafico 12 - Superficie ajustada para a tensao superficial quando
comparada com a temperatura e umidade em 24 horas de fermentacéo
Grafico 13 - Superficie ajustada para a tensao superficial quando
comparada com a umidade e concentracédo do indutor em 24 horas de

fermentacao

30

31

32

33

34

35

36

37

38

41

42

43



Gréfico 14 - Superficie ajustada para o indice de emulsificacdo quando
comparada com a umidade e concentracao do indutor em 24 horas de
fermentacéo

Grafico 15 - Superficie ajustada para o indice de emulsificacdo quando
comparada com a umidade e temperatura em 24 horas de fermentacéo
Gréfico 16 - Superficie ajustada para o indice de emulsificacdo quando
comparada com a concentracédo do indutor e temperatura em 24 horas de
fermentacéo

Gréfico 17 - Superficie ajustada para a produ¢édo quando comparada com a
temperatura e concentragéo do indutor em 24 horas de fermentacéo
Grafico 18 - Superficie ajustada para a producdo quando comparada com a
temperatura e umidade em 24 horas de fermentacéo

Gréfico 19 - Superficie ajustada para a produ¢édo quando comparada com a
concentragéo do indutor e umidade em 24 horas de fermentacao

Grafico 20 - Superficie ajustada para a tenséo superficial quando
comparadas a umidade e a temperatura em 30 horas de fermentacéo
Gréfico 21 - Superficie ajustada para a tensao superficial quando
comparadas a concentragao do indutor e a temperatura em 30 horas de
fermentacao

Grafico 22 - Superficie ajustada para a tensao superficial quando
comparadas a concentracdo do indutor e a umidade em 30 horas de
fermentacao

Grafico 23 - Superficie ajustada para a indice de emulsificacdo quando
comparada com a temperatura e umidade em 30 horas de fermentacéo
Gréfico 24 - Superficie ajustada para a indice de emulsificacdo quando
comparada com a temperatura e concentracado do indutor em 30 horas de
fermentacao

Gréfico 25 - Superficie ajustada para a indice de emulsificacdo quando
comparada com a umidade e concentracao do indutor em 30 horas de
fermentacao

Grafico 26 — Superficie ajustada para a producdo quando comparada com a

umidade e temperatura em 30 horas de fermentacao

45

46

47

49

50

51

53

54

55

57

58

59

61



Gréfico 27 - Superficie ajustada para a produ¢do quando comparada com a
temperatura e concentragédo do indutor em 30 horas de fermentacgéo
Grafico 28 - Superficie ajustada para a producdo quando comparada com a
umidade e concentracdo do indutor em 30 horas de fermentacao

Gréfico 29 - Superficie ajustada para a tensdo superficial quando
comparada com a temperatura e concentragédo do indutor em 36 horas de
fermentacéo

Grafico 30 - Superficie ajustada para a tensao superficial quando
comparada com a temperatura e umidade em 36 horas de fermentacéo
Gréfico 31 - Superficie ajustada para a tensdo superficial quando
comparada com a concentra¢éo do indutor e umidade em 36 horas de
fermentacéo

Gréfico 32 - Superficie ajustada para o indice de emulsificacdo quando
comparada a temperatura e umidade em 36 horas de fermentacao
Grafico 33 - Superficie ajustada para o indice de emulsificacdo quando
comparada a temperatura e concentracao do indutor em 36 horas de
fermentacao

Gréfico 34 - Superficie ajustada para o indice de emulsificacdo quando
comparada a umdiade e concentra¢ao do indutor em 36 horas de
fermentacao

Grafico 35 - Superficie ajustada para a producédo quando comparada a
temperatura e umidade em 36 horas de fermentacao

Grafico 36 - Superficie ajustada para a producéo quando comparada a
temperatura e concentragéo do indutor em 36 horas de fermentacgé&o
Gréfico 37 - Superficie ajustada para a produgdo quando comparada

umidade e concentracdo do indutor em 36 horas de fermentacao

62

63

65

66

67

69

70

71

73

74

75



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Tenséo Superficial e concentracdo micelar critica de surfactantes
sintéticos e biossurfactantes

Tabela 2 — Principais classes de biossurfactantes e micro-organismos
envolvidos

Tabela 3 - Planejamento experimental fatorial de 33, em trés niveis, para
avaliar a influéncia de manganés, ferro e sodio na producao de
biossurfactante

Tabela 4 - Planejamento experimental, por delineamento central composto
rotacional, para avaliar a influéncia da concentracdo do indutor, umidade,
temperatura na fermentacdo em 24, 30 e 36 horas de fermentacao
Tabela 5 - Tensao superficial para biossurfactantes em 24 horas de
fermentacao

Tabela 6 - indice de emulsificacdo para o biossurfactante obtido em 24
horas de fermentacgéo

Tabela 7 - Producao de biossurfactantes produzidos em 24 horas de
fermentacao

Tabela 8 -Tenséao superficial do biossurfactante em 30 horas de
fermentacao

Tabela 9 - indice de emulsificacdo do biossurfactante em 30 horas de
fermentacao

Tabela 10 - Producéo de biossurfactante em 30 horas de fermentacao
Tabela 11 - Tensao superficial em 36 horas de fermentagéo

Tabela 12 - indice de emulsificag&o do biossurfactante em 36 horas de
fermentacao

Tabela 13 - Producéo de biossurfactante em 36 horas de fermentacao

17

19

26

27

40

44

48

52

56

60

64

68
72



AOAC
atm
CMC
FEA
FeSO4
g/L

HCI

m/v

mg/L

mmol
mN/m

MnSOa4

NaCl
NaSO4
pH

rnm

LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

Association of Official Analytical Chemists
Atmosfera de pressao

Concentracdo micelar critica
Faculdade de Engenharia de Alimentos
Sulfato de ferro

Gramas por litro

Acido cloridrico

indice de emulsificacdo

Massa por volume

Miligrama por litro

Mililitro

Milimol

Milinewton metro

Sulfato de manganés

Normal

Cloreto de sédio

Sulfato de sédio

Potencial hidrogeniénico

Rotac¢des por minuto



SUMARIO

1. INTRODUCAO 14
2. OBJETIVOS 15
2.1. Objetivo geral 155
2.2. Objetivos especificos 155
3. REVISAO BIBLIOGRAFICA 16
3.1. Surfactantes 16
3.2. Biossurfactantes 18
3.2.1. Classificacdo dos biossurfactantes 20
3.2.2. Propriedades dos biossurfactantes 20
3.3. Producéo de biossurfactantes 21
3.4. Aplicacao de biossurfactante na industria de alimentos 222
4. MATERIAL E METODOS 244
4.1. Micro-organismo 244
4.1.1. Manutencado da cepa 24
4.2. Esterilizacdo dos meios 24
4.3. Processo fermentativo e substrato 25
4.3.1. Indculo 25
4.3.2. Meio para fermentagdo em estado solido 25
4.3.3. Perfil de producéo do biossurfactante em relacéo ao tempo 25
4.3.4. Influéncia de metais na producao de biossurfactante 26
4.3.5. Influéncia da concentracéo do indutor, umidade, tempo e temperatura na

fermentacao 26
4.4. Extracéo do biossurfactante 27
4.5. Determinacéo da tenséo superficial 28
4.6. Determinacéo do indice de emulsificacao 28
4.7. Purificacao e quantificagcéo do biossurfactante 28
4.8. Anélise estatistica 29
5. RESULTADOS 29
5.1. Perfil de producéo do biossurfactante em relacdo ao tempo 29
5.2. Influéncia de metais na producao de biossurfactante 31
5.3. Influéncia da concentracao do indutor, umidade, temperaturaem 24, 30 e
36 horas de fermentacao 39
5.3.1. Fermentagdes realizadas em tempo de 24 horas 39

5.3.2. Fermentac0des realizadas em tempo de 30 horas 51



5.3.3. Fermentacgdes realizadas em tempo de 48 horas.
6. CONSIDERACOES FINAIS
REFERENCIAS

63
766
77



14

1. INTRODUCAO

A maior parte dos surfactantes consumidos atualmente em paises industrializados
é de origem petroquimica, pertencendo a uma categoria de compostos quimicos de
importancia para diversos setores industriais. Contudo, a preocupacédo ambiental em
relacdo aos produtos oriundos do setor petroquimico respaldada pelas legislacdes
ambientais tem gerado interesse pela substituicdo de compostos ndo biodegradaveis.

Os biossurfactantes s&o compostos de origem microbiana que possuem
propriedades de reducdo da tensado superficial e alta capacidade emulsificante. Os
biossurfactantes sdo, de fato, uma opcdo para a sucessdo dos surfactantes
existentes, uma vez que possuem alta biodegradabilidade e baixa toxicidade,
constituindo vantagens adicionais sobre os surfactantes. Assim, podem ser uma
alternativa a emulsificantes convencionais em alimentos e cosméticos, originando
maior apelo mercadoldgico pelo fato de serem produtos considerados naturais, além
de apropriados para aplicagdo ambiental.

Entretanto, ainda hd uma limitacdo na producédo e aplicacao de biossurfactantes
na industria pelo custo elevado de producdo em comparagdo com o0s surfactantes
convencionais.

Os desafios para a producao de biossurfactante estao relacionados com a reducéo
do custo da matéria-prima, aumento de rendimento do produto e processos de
producdo. A solucdo para o desenvolvimento da biotecnologia em producédo de
biossurfactantes esta na busca de substratos de baixo custo, aumento do rendimento
e produtividade do produto.

O processo de fermentacdo em estado sélido baseia-se no uso de substratos
sélidos com baixa presenca de agua, o que € uma alternativa viavel para a producao
de biossurfactante. A fermentacdo em estado sélido torna possivel o uso de residuos
agroindustriais solidos que sdo abundantes no Brasil devido a extensiva atividade
agroindustrial, podendo reduzir os custos relacionados ao substrato e tornar o produto
competitivo no mercado. Além disso, a fermentacao em estado sélido evita a formacao
de espuma durante o processo de fermentacao, fator limitante para a obtencéo do
biossurfactante por fermentagdo submersa, uma vez que com a formacéao da espuma
ha a perda de nutrientes e do produto formado, reduzindo assim o rendimento e

produtividade do processo.
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Os micro-organismos do género Bacillus sdo produtores de biossurfactante da
categoria lipopeptideo, o qual apresenta atividade tensoativa, emulsificante e
antimicrobiana.

Pesquisas desenvolvidas com o Bacillus amyloliquefaciens, assim como a maioria
dos micro-organismos do género Bacillus, tendo potencial para a producdo de
tensoativos e emulsificantes.

Baseado nos estudos anteriormente desenvolvidos, o presente trabalho visou
buscar e avaliar parametros mais economicamente vidveis para uma melhor
competitividade na producdo de biossurfactante a partir do B. amyloliquefaciens,

utilizando o subproduto farelo de trigo como substrato.

2. OBJETIVOS

Os objetivos gerais e especificos do presente trabalho estao descritos a seguir.

2.1. Objetivo geral

Produzir biossurfactante por fermentacdo em estado solido, utilizando o farelo de
trigo como substrato, visando a melhoria no processo de producdo e a avaliando de

suas propriedades.

2.2. Objetivos especificos

e Estudar o perfil de producdo de biossurfactante em relacdo ao tempo de
fermentacdo a partir de Bacillus amyloliquefaciens, utilizando farelo de trigo
como substrato;

e Avaliar a influéncia de metais na producéo do biossurfactante;

e Avaliar a influéncia dos parametros: concentracdo do indutor, umidade,
temperatura e tempo de fermentacéo;

e Determinar a tensao superficial, indice de emulsificacdo e producéo bruta do

biossurfactante.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Surfactantes

Os surfactantes sdo compostos de origem quimica utilizados em uma ampla
variedade de processos com aplicacdo em diversos setores industriais. Segundo
Greek (1990), durante a década de 1980, a procura por surfactantes aumentou 300%
dentro do setor quimico e sua producdo excedeu trés milhdes de toneladas por ano,
gerando quatro bilhdes de délares em 2000 (BANAT; MAKKAR; CAMEOTRA, 2000).

A palavra surfactante é oriunda da expressao “surface active agent”, que significa
agente de “atividade superficial”’, ou seja, surfactante € um composto caracterizado
pela capacidade de alterar as propriedades superficiais e interfaciais de um liquido
(JONSSON et al., 1998; WATERS; PORTER, 1991).

Os surfactantes disponiveis comercialmente sdo, em maioria, sintetizados a partir
de derivados de petréleo. Porém, a preocupacao ambiental e as novas legislacdes de
controle ambiental tém levado a procura por surfactantes naturais, biossurfactantes,
como alternativa aos surfactantes de origem quimica (DESAI; BANAT,1997).

Surfactantes sdo moléculas anfipaticas com porc¢des hidrofilicas e hidrofébicas, as
quais tendem a separar-se preferencialmente na interface entre fases fluidas com
diferentes graus de polaridade e ligac6es de hidrogénio, como interfaces 6leo/agua
ou agua/éleo (LIN, 1996; NITSCHKE & PASTORE, 2002).

Outra propriedade de moléculas surfactantes € a formacdo de agregados
orientados, também conhecidos por micelas que, em geral, formam-se em baixas
concentragcbes. A concentracdo minima na qual se inicia a formacdo de micelas
denomina-se concentracdo micelar critica (CMC). A formacgé&o de micelas em solucéo
confere ao surfactante a propriedade de detergéncia e solubilizagdo (BANAT, 2000).

Devido as suas propriedades, o surfactante torna-se conveniente para diversas
aplicacoes industriais: detergentes, lubrificantes, emulsificantes, agentes espumantes
e umidificadores na solubilizacéo e dispersao de fases; sendo utilizados em industrias
cosmeéticas, farmacéuticas, alimenticia, téxteis, de papel e polimeros (KITAMOTO et
al., 2002).

A eficacia dos surfactantes é determinada através da capacidade de reduzir a

tensao superficial, que é a medida de energia livre da superficie, por unidade de area
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necessaria para trazer uma molécula do interior do liquido para a superficie (ROSEN,
1978; MESQUITA, 2004; CHRISTOFI & IVSHINA, 2002). O surfactante faz com que
uma menor energia seja necessaria para trazer uma molécula até a superficie e,
consequentemente, a tensao superficial € reduzida. Nessas condi¢des, pode haver
um aumento da concentracdo de compostos hidrofébicos na fase aquosa e isso é
alcancado pela formagcdo de uma emulsdo e solubilizacdo Oleo/dgua acima da
concentracdo micelar critica (CHRISTOFI & IVSHINA, 2002).

A tensao superficial esta relacionada com a concentracao micelar critica, conforme
Tabela 1. Uma vez que surfactantes eficientes possuem uma baixa concentragéo
micelar critica, menor quantidade de surfactante € necessaria para o decréscimo da
tensao superficial (MULLIGAN, 2005).

Tabela 1. Tensdo Superficial e concentracdo micelar critica de surfactantes sintéticos

e biossurfactantes.

Origem Surfactante Tenso superficial (mN/M) CMC (mg/L)
biolgico Rhodococcus rubber AC 235 - glicolipideo 26,8 54
biologico Rhodocaccus erythropolis - trealose dicorinomicolato 36 4
biologico  Rhodococcus erythropoli s - trealose tetraester 26 15
biologico Pseudomonas aeruginosa - ramnolipideo 29 50-200
biologico Torulopsis bombicola - soforolipideos 33 82
biologico Bacillus subtilis - surfactina 21 23
sintético Dodecil Sulfonato de Sédio (DSS) 3 2120
sintético Brometo de Cetiltrimetilamdnio 30 1300
sintético Tween 20 30 600
sintético n-Alqui Benzeno Sulfonato 47 590

Fonte: Mulligan, 2005.

Com essas caracteristicas, surfactantes sdo considerados produtos versateis e
com aplicagdo em diversas industrias, porém sdo toxicos e ndo biodegradaveis.

Existe uma tendéncia para a substituicdo dos surfactantes sintéticos pelos
biossurfactantes, devido a necessidade de produtos com baixa toxicidade e

biodegradaveis, e também produzidos de matéria prima renovavel.
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3.2. Biossurfactantes

Biossurfactantes sdo produtos de origem do metabolismo de micro-organismos
gue possuem apresentam reducao da tenséo superficial e atividade emulsificante. Os
biossurfactantes podem ser sintetizados por diferentes micro-organismos como
bactérias, leveduras e fungos filamentosos, podendo ser possivel a utilizacdo de
varios substratos de baixo custo, incluindo acgucares, 6leos, alcanos e subprodutos da
agroindustria.

Os biossurfactantes apresentam-se vantajosos frente a surfactantes quimicos
devido a baixa toxicidade, biodegradabilidade, maior taxa de reducéo de tenséo
superficial, solubilidade em &gua, estabilidade térmica, estabilidade quanto a valores
extremos de pH, capacidade de serem produzidos por processos relativamente
simples, como processo fermentativo, além da capacidade de producéo a partir de
substratos renovaveis (BANAT; MAKKAR; CAMEOTRA, 2000).

Consequentemente, biossurfactantes podem se tornar substitutos dos
emulsificantes convencionais em alimentos; uma vez que apresentam o apelo
comercial de serem considerados produtos naturais (BARROS et al., 2007; NITSCHKE
et al., 2005).

3.2.1. Classificacdo dos biossurfactantes

A classificacdo dos surfactantes sintéticos tem como base o0s grupamentos
polares, ja os biossurfactantes séo classificados com base na natureza bioquimica do
composto e sua origem microbiana.

As principais classes de biossurfactantes abrangem os: glicolipidios,
lipopeptidios e lipoproteinas, fosfolipidios e acidosgraxos, surfactantes poliméricos
e surfactantes particulados (DESAI; DESAI, 1993). As principais classes de
biossurfactantes juntamente com 0s micro-organismos envolvidos estao apresentadas

na Tabela 2.
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Tabela 2. Principais classes de biossurfactantes e micro-organismos envolvidos.

Biossurfactante

Micro-organismo

Glicolipidio
ramnolipideos
soforolipideos
trehalolipideos

Lipopeptidios e lipoproteinas
Peptideo -lipideo
Viscosina
Serrawetina
Surfactina
Subtilisina
Gramicidina
Polimixina

Acidos graxo, lipideos neutros e fosfolipideos
Acidos graxos
Lipideos neutros
Fosfolipideos

Surfactantes poliméticos
emulsan
biodispersan
liposan
carboidrato-lipideo-proteina
manana-lipideo-proteina

Surfactantes particulados
vesiculas
células

Pseudomonas aeruginosa

Torulopsis bombicola, T. apicola

Rhodococcus erythropolis
Mycobacterium sp.

Bacillus licheniformis
Pseudomonas fluorescens
Serratia marcescens
Bacillus subtilis
Bacillus subtilis
Bacillus brevis
Bacillus polymyxa

Corynebacterium lepus
Nocardia erythropolis
Thiobacillus thiooxidans

Acinetobacter calcoaceticus
Acinetobacter calcoaceticus
Candida lipolytica
Pseudomonas fluorescens
Candida tropicalis

Acinetobacter calcoaceticus
Véarias bactérias

Fonte: (DESAI; BANAT,1997).

Segundo Rosenberg e Ron (1999), os biossurfactantes podem ser classificados

também a partir da massa molar:

e Baixa massa molar: os glicolipideos, que sédo formados por carboidratos e

acidos graxos alifaticos de cadeia longa, como por exemplo: ramnolipideos,

trealolipideos, soforolipideos e os lipopeptideos, por exemplo, surfactina,

gramicidina S e polimixina.
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e Alta massa molar: polissacarideos, proteinas, lipopolissacarideos (emulsans),

lipoproteinas ou misturas complexas desses biopolimeros.

3.2.2. Propriedades dos biossurfactantes

Os biossurfactantes apresentam uma diversidade na composicao quimica e em
suas propriedades, todavia, algumas de suas caracteristicas sdo comuns a grande
maioria dos biossurfactantes. E, além disso, muitas dessas caracteristicas
apresentam-se vantajosas sobre os surfactantes convencionais (NITSCHKE;
PASTORE, 2002).

Os biossurfactantes produzem menor tensdo superficial em menores
concentragbes (COOPER; PADDOCK, 1984), desta forma sao mais eficientes e
efetivos do que os surfactantes convencionais. A tensdo superficial e interfacial de
biossurfactantes € em torno de 30 e 1 mN/m, respectivamente; e a concentracao
micelar critica varia entre 1-2000 mg/L (CAMEOTRA; MAKKAR, 1998).

Alguns biossurfactantes podem apresentar elevada estabilidade térmica e de
pH, podendo ser utilizado em tecnologia de alimentos. O lipopeptideo produzido pelo
B. licheniformis é estavel a altas temperaturas, em torno de 75°C, por até 140h e pH
entre 5 e 12 (HOROWITZ; GILBERT; GRIFFIN, 1990). Surfactantes sdo inativados a
uma concentragcdo salina de 2-3%, enquanto biossurfactantes suportam
concentracdes de até 10% de NaCl (BOGNOLO, 1999).

Biossurfactantes sdo facilmente degradaveis em qualquer ambiente, o que os
torna adequados para biorremediagéo e tratamento de residuos (MULLIGAN; GIBBS,
1993).

Devido a crescente preocupacdo ambiental com os efeitos alergénicos da
populacdo com produtos de origem quimica, os biossurfactantes tem recebido um
maior destaque frente a sua caracteristica de baixa toxicidade, em comparacdo aos
surfactantes sintéticos (CAMEOTRA; MAKKAR, 1998). Com isso, também permite o
uso em produtos alimenticios, cosméticos e farmacéuticos.

Os biossurfactantes apresentam-se também vantajosos pela capacidade de
serem sintetizados por substratos renovaveis e possuirem diversidade quimica,
podendo ter aplicacdo especifica; caracteristicas estruturais e propriedades fisicas

distintas, tornando-os comparaveis e/ou superiores aos surfactantes sintéticos em
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termos de eficiéncia (REISER et al.,, 1989). Ha também a possibilidade de
modificacdes da estrutura quimica e das propriedades fisicas dos biossurfactantes
através da engenharia genética, possibilitando o desenvolvimento de produtos para

necessidades especificas.

3.3. Producéo de biossurfactantes

A gama de micro-organismos que produzem biossurfactantes € ampla, sendo que
0 tipo, quantidade e qualidade do produto séo influenciados pela natureza do
substrato, concentracdo de ions no meio de cultura e as condi¢cdes de cultivo
(GEORGIOQU; LIN; SHARMA, 1992).

Segundo Christof; lvshina (2002), bactérias produtoras de biossurfactantes
incluem: Pseudomonas aeruginosa (mono- di-ramnolipideos), Corynebacterium,
Nocardia e Rhodococcus (fosfolipideos e glicolipideos) Bacillus subtilis (surfactina),
Bacillus licheniformis (lipopeptideos) e Arthrobacter paraffineus (trealose e lipideos
sucrose). Fungos envolvidos na producdo de surfactantes incluem Torulopsis sp
(soforolipideos) e Candida sp (liposan e fofolipideos), Pseudozyma fusiformata
(glicolipidio) e Aspergillus ustus (glicoproteina).

O género Bacillus sp pode produzir biossurfactantes lipoprotéicos como iturina,
fengicina, liquenisina, micosubtilisina, bacilomicina e surfactina, os quais possuem
atividade antimicrobiana (BARROS et al., 2007).

Bacillus subtilis, uma bactéria comum de solo, produz um biossurfactante
lipopeptideo ciclico conhecido como surfactina. A surfactina possui uma estrutura
anfifilica associada com uma alta atividade surfactante e tem a propriedade biologica
de afetar tumores, bactérias, fungos, virus e micoplasmas, além de apresentar baixa
concentracdo micelar critica e alto poder de redugcdo da tensdo superficial
(VOLLENBROICH et al., 1997; QUEIROGA; NASCIMENTO; SERRA, 2003; LANG,
2002; BARROS et al., 2007).

Segundo Aquino (2011), o Bacillus amyloliquefaciens tem demonstrado
capacidade de producgéo de biossurfactantes, com bons resultados de emulsificacao,
quando utilizado o subproduto farelo de trigo como substrato.

Bueno (2014), através de estudos, comprovou que a producdo de

biossurfactante através de Bacillus amyloliquefaciens e Bacillus subtillis, quando se
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utiliza o farelo de trigo como substrato e 6leo residual de soja como agente indutor,
possuem resultados equiparaveis; e que foi possivel obter bons resultados de indice
de emulsificacdo e reducdo da tensédo superficial em 48 horas em fermentacdo em
estado solido.

Para tornar a producdo de biossurfactante viavel, € necesséria a busca por
substratos de baixo custo, e que mantenham as condi¢des nutricionais necessérias
para o cultivo do micro-organismo e obtencao do biossurfactante.

O uso de substratos de baixo custo, como subprodutos agroindustriais, € uma
importante estratégia para melhorar e facilitar o desenvolvimento industrial da
producao de biossurfactantes (NITSCHKE; COSTA; CONTIERO, 2005).

O farelo de trigo é o substrato mais pesquisado e utilizado para a fermentacao
em estado sélido, por ser uma excelente fonte de carbono e nitrogénio (SILVEIRA,
2007). Ele € a pelicula externa da parte comestivel do grao de trigo, retirado do gréo
no processo de refinamento industrial e que néo é digerida pelo organismo humano
(BUENO, 2014).

O farelo de trigo apresenta em sua composicdo 14% de proteinas, 6% de
cinzas, 60% de carboidratos, além de fibras e compostos funcionais (FEDDERN;
BADIALE-FURLONG; SOUZA-SOARES, 2007; SILVEIRA, 2007).

O biossurfactante produzido por Bacillus amyloliquefaciens possui um grande
potencial, uma vez que os custos de producdo podem ser reduzidos, a partir do uso
do substrato renovavel, farelo de trigo, e também pela sua possivel aplicacdo como
emulsificante alimenticio. Mas ainda sdo necessarios estudos visando encontrar
melhores condicdes de producdo e também a cerca das propriedades do

biossurfactante produzido.

3.4. Aplicacéo de biossurfactante na industria de alimentos

Os biossurfactantes sdo uma classe de biocompostos que possuem ampla
diversidade quimica, com propriedades para aplicagbes especificas. A aplicacdo
comercial do biossurfactante determina-se pelo seu custo de producdo e suas
propriedades, em relacdo aos surfactantes sintéticos. A aplicacdo comercial dos
biossurfactantes ainda ndo é competitiva devido aos altos custos de producéo
(RODRIGUES et al., 2006).
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Os emulsificantes em alimentos tem o objetivo de promover a estabilidade da
emulsdo, que por definicdo € um sistema heterogéneo, consistindo de ao menos um
liquido imiscivel disperso em outro, em forma de pequenas gotas, mantendo controle
sobre a aglomeracéo de glébulos de gorduras e estabilizacdo de sistemas aerados
(BERNHEIMER; AVIGAD, 1970).

A propriedade de formacdo e estabilizagdo de emulsdes é a principal
caracteristica a ser influenciada pela adicdo de biossurfactantes em alimentos
(NITSCHKE; PASTORE, 2002; BANAT; MAKKAR; CAMEOTRA, 2000).

Exemplos de alimentos processados, que sao emulsdes, sdo creme de leite,
manteiga, margarina, maionese, molhos para salada, salsicha, linguica, sorvetes,
bolos, chocolates (VELIKONJA; KOSARIC, 1993) e alimentos instantaneos.

Segundo Barros et al. (2007), também s&o descritas aplicacbes para
emulsificantes como melhoradores da textura e vida de prateleira de produtos
contendo amido, modificadores das propriedades reoldgicas da farinha de trigo,
melhoria da consisténcia e textura de produtos a base de gorduras (KACHHOLZ;
SCHINGMANN, 1987) e solubilizacdo de aromas.

A aplicacéo de biossurfactantes em alimentos apresenta-se vantajosa uma vez
que biossurfactantes podem ser produzidos a partir de fermentacdo, que é
considerado um processo simples, e utilizando residuos agroindustriais, reduzindo os
custos de producédo; devido a engenharia genética de micro-organismos, novos
biossurfactantes podem ser facilmente sintetizados; ndo causam danos ao meio
ambiente, uma vez que séo de baixa toxicidade e alta biodegradabilidade; diferentes
propriedades do mesmo composto podem ser utilizadas para aplicacdes especificas,
como a combinacdo do efeito emulsificante e antimicrobiano (HAFENBURG;
HOMMEL; KLEBER, 2003) e pelo seu potencial de utilizacdo como ingrediente com
propriedade funcional (KIM et al., 1997).

Apesar da aplicacdo de biossurfactante se mostrar promissora em alimentos,
ainda séo necessarios estudos para avaliar propriedades do biossurfactante, como
guestdes nutricionais, funcionais, sensoriais, bioldgicas e toxicoldgicas; além dos
requerimentos legais juntos aos 6rgéos regulamentadores de novos ingredientes.

Segundo relatos da literatura, sorofotolipideos foram patenteados como
aditivos para farinha de trigo (SHIGETA; YAMASHITA, 1986); parede celular de

Saccharomyces uvarum hidrolisada e liofilizada aplicada em margarinas (OHATA,;
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KAMATA, 1986); ramnolipideos de Pseudomonas aeruginosa para aplicacdes
cosméticas e alimenticias (ISHIGAMI et al, 1988; LINHARDT et al., 1989).

Os ramnolipideos produzidos por Pseudomonas aeruginosa tem demonstrado
alta produtividade para a producéo de L-ramnose em escala comercial (DANIELS et
al., 1988). Segundo Shepherd (1995), o biossurfactante produzido por Candida utilis
aplicado como emulsificante em molhos para saladas mostrou-se promissor para ser
utilizado como novo ingrediente para a inddstria de alimentos.

Devido as propriedades da surfactina, literatura a cerca de sua aplicacdo na
industria de alimentos sdo escassos. Todavia, Costa (2005) relata que o
biossurfactante produzido por B. subtilis utilizando solucdo de 1,0 mg/mL de produto
bruto em agua, demonstrou capacidade de formar emulsdes estaveis em 0Oleos

comestiveis.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Micro-organismo

A cepa de Bacillus amyloliquefaciens utilizada foi cedida pelo Laboratério de
Bioprocessos da Faculdade de Engenharia de Alimentos, Universidade Estadual de
Campinas (FEA/UNICAMP).

4.1.1. Manutencao da cepa

O meio de manutencao do Bacillus foi o agar nutriente, cuja féormula é: 3,0 g/L
de extrato de carne; 5,0 g/L de peptona de carne e 15 g/L de agar, adicionado de meio

mineral (40%, v/v) e estocado com temperatura a 4°C.

4.2. Esterilizacdo dos meios

Para garantir as condi¢cdes estéreis os meios liquidos, os substratos sélidos e
0s materiais utilizados foram esterilizados, em autoclave, a 121°C, 1,1 atm, durante

30 minutos, antes do inicio de qualquer procedimento.
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4.3. Processo fermentativo e substrato

As fermentacdes para a producdo de biossurfactantes foram conduzidas em

estado sdlido, onde foi utilizado o farelo de trigo como substrato.

4.3.1. In6culo

O Bacillus foi inoculado por estrias, em esgotamento, em tubos inclinados de
agar nutriente e incubados por 24 horas a 37°C. Posteriormente, foi realizada uma
suspenséo bacteriana, de cada tubo, utilizando agua estéril.

A suspensédo bacteriana foi utilizada como inéculo, quando a absorbancia da
suspensao celular, a 600 nm, encontrou-se entre 0,8 e 0,9 (MAKKAR; CAMEOTRA,
1997).

4.3.2. Meio para fermentacdo em estado sdlido

Os ensaios para fermentacdo em estado sélido foram realizados em sacos de
polietileno, contendo 10 g do substrato farelo de trigo, comprado da empresa NATUS
- Servico Natus Centro de Alimentos Naturais em S&o José do Rio Preto — SP, e 2 mL
de suspensdao bacteriana.

O meio foi inoculado com 2 mL de suspensao bacteriana, juntamente com a
solucdo umedecedora agua estéril, até atingir teores de umidade desejados, além da
solucéo indutora oleo residual de soja (coletado de residéncia em Séao José do Rio
Preto), nas concentracdes a serem testadas. Os meios foram incubados de acordo
com o tempo e temperatura previamente estabelecidos. Todos os experimentos foram

realizados em triplicata.

4.3.3. Perfil de producéo do biossurfactante em relagcédo ao
tempo

Para a obtencao do perfil de producéo do biossurfactante em relacdo ao tempo
foi realizada a curva de tenséo superficial e indice de emulsificacdo em relacdo a 0, 6,
12, 18, 24, 30, 36, 42 e 48 horas de fermentacdo. Para a realizacdo deste teste
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preliminar foram padronizados 100% de umidade, 1 mL de solugédo indutora e
incubados a 30°C.

4.3.4. Influéncia de metais na producao de biossurfactante

Para avaliar a influéncia de metais na producdo de biossurfactante, foram
realizadas fermentacGes com teores de sulfato de ferro, sulfato de sddio e sulfato de
manganés, conforme o planejamento experimental apresentado na Tabela 3, a partir

de um fatorial de 33, em trés niveis.

Tabela 3. Planejamento experimental fatorial de 33, em trés niveis, para avaliar a

influéncia de manganés, ferro e soédio na producao de biossurfactante.

Variaveis Niveis

-1 0 1
Teor de manganés (mmol L) 0,01 0,91 1,01
Teor de ferro (mmol L) 0,5 1,0 1,5
Teor de sédio (mmol L) 0,1 0,3 0,5

Fonte: Elaborado pela autora

4.3.5. Influéncia da concentragcao do indutor, umidade,
tempo e temperatura na fermentacao

Foram avaliados teores de umidade, concentracdo da solucdo indutora;
temperatura de incubacéo, conforme descritos na Tabela 4, e também tempo de
incubacéo, 24, 30 e 36 horas, com propaosito de encontrar uma melhor condicao para
a producédo do biossurfactante, de acordo com o Bueno (2014), visando a sua
propriedade de emulsificacao.

Um planejamento experimental foi realizado, por delineamento central

composto rotacional, com as variaveis a serem analisadas descritas na Tabela 4.
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Tabela 4. Planejamento experimental, por delineamento central composto rotacional,
para avaliar a influéncia da concentracéo do indutor, umidade, temperatura na

Variaveis Variaveis
Codificadas Naturais
Experimentos Igé)l;]t%r Temperatura Umidade In dﬁg?i'ml_) Temgeg tura Un’(](l)/((j);ide
1 1 1 1 1,3 36 112
2 -1 -1 -1 0,7 32 88
3 1 1 -1 1,3 36 88
4 1 -1 -1 1,3 32 88
5 -1 -1 1 0,7 32 112
6 -1 1 1 0,7 36 112
7 -1 1 -1 0,7 36 88
8 1 -1 1 1,3 32 112
9 1,68 0 0 15 34 100
10 0 1,68 0 1 37 100
11 0 -1,68 0 1 31 100
12 -1,68 0 0 0,5 34 100
13 0 0 1,68 1 34 120
14 0 0 -1,68 1 34 80
15 0 0 0 1 34 100
16 0 0 0 1 34 100
17 0 0 0 1 34 100

fermentacdo em 24, 30 e 36 horas de fermentacao.

Fonte: Elaborado pela autora

4.4. Extragado do biossurfactante

Para obter o extrato bruto de biossurfactante produzido, os cultivos foram
interrompidos quando completaram o tempo de incubacéo estipulado no planejamento
experimental e misturados com agua destilada (1:5 m/v) por agitacdo, em um agitador
orbital a 200 rpm, por 1 hora em temperatura ambiente, sendo a mistura, em seguida,
filtrada a vacuo.

Os extratos resultantes foram centrifugados a 10.000 rpm por 10 minutos a 4°C
(DAS; MUKHERJEE, 2007). Para determinacéao tanto da producéo de biossurfactante,
como da tensdo superficial e indice de emulsificacdo foram utilizados os
sobrenadantes livres de células.
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4.5. Determinacédo datenséo superficial

A medida da tensdo superficial foi realizada nos extratos livres de células,
utilizando-se um tensiémetro Fisher Scientific — Surface Tensiomat 21.
As andlises foram feitas pelo método do anel, utilizando um anel de platina
denominado anel de De Nouy. A condicdo de andlise padronizada para todos 0s
ensaios foi: volume médio da amostra de 5 mL; e também foi necessario aguardar 30

minutos para iniciar a leitura.

4.6. Determinacdo do indice de emulsificagc&o

O indice de emulsificacao foi determinado segundo a metodologia descrita por
Igbal et al. (1995). Em tubos de ensaio, foram adicionados 3,5 mL de tolueno e,
posteriormente, 2 mL dos extratos livre de células.

Cada tubo foi submetido a agitacdo em vortex, por 2 minutos. Os tubos foram
deixados em repouso e as medidas sao realizadas apds 24 horas; e o indice de

emulsificacéo foi calculado através da relacdo matemaética:

|IE= (altura da camada de emulsédo/altura total do liquido) x 100

4.7. Purificagdo e quantificagdo do biossurfactante

O extrato livre de células foi acidificado, ajustando o pH em 2,0, utilizando 6N
HCI, a 4°C por aproximadamente 12 horas, segundo Makkar; Cameotra (1999).

O biossurfactante precipitado foi centrifugado a 10.000 rpm por 10 min, depois
suspenso em uma quantidade minima de agua destilada sendo colocado em placas
de petri, com as massas previamente conhecidas e, em seguida, secas em estufa a
105°C, até peso constante.

O biossurfactante bruto produzido foi expresso em g/L.
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4.8. Analise estatistica

A analise dos resultados foi realizada por analise de variancia ANOVA e teste
de Tukey a 5% de significancia, utilizando o software Minitab 17 para verificar a
influéncia isoladamente das varidveis temperatura, concentracdo do indutor e

umidade.

5. RESULTADOS

5.1. Perfil de producéo do biossurfactante em relagcédo ao tempo

Para iniciar o estudo da producdo de biossurfactante, pelo Bacillus
amyloliquefaciens, foram realizadas fermentacdes preliminares para conhecer o perfil
de producéo de biossurfactante em relacéo do tempo de fermentacgéo.

Bueno (2014), realizou um estudo com 48, 72 e 96 horas de fermentacéo, onde
foi possivel obter reducdo na tensdo superficial do biossurfactante produzido por
Bacillus amyloliquefaciens.

A fim de complementar os estudos iniciados por Bueno (2014), foram
analisadas as propriedades de tensdo superficial e indice de emulsificacdo do
biossurfactante, para 0, 6, 12, 18, 24, 30, 36, 42 e 48 horas de fermentacéo.

Para serem considerados bons produtores de biossurfactantes, micro-organismos
devem reduzir a tensdo superficial do sobrenadante em relacdo a da agua abaixo de
40 mN/m e em torno de 35 mN/m (DESAI; BANAT, 1997).

De acordo com resultados de tenséo superficial obtidos, nota-se que os melhores

resultados foram a partir de 36 horas de fermentacéo, conforme Gréfico 1.
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Gréfico 1. Medidas de tensao superficial nos diferentes tempos de fermentacao.
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Fonte: Elaborado pela autora

As propriedades emulsificantes dos biossurfactantes sdo comumente
discutidas em termos de atividade emulsificante, estabilidade da emulséo, capacidade
emulsificante e/ou indice de emulsificacéo.

O critério utilizado para selecionar micro-organismos produtores de
biossurfactante, além da habilidade em reduzir a tenséo superficial abaixo de 40 mN/m
e a capacidade de estabilizacdo da emulséo, € sua habilidade em manter pelo menos
50% do volume da emulsdo original 24 horas depois da sua formacdo (PINTO;
MARTINS; COSTA, 2009).

Observou-se bons resultados de indice de emulsificagéo para os tempos de 18,
24, 30 e 42 horas, considerando o volume da emulséo 24 horas apés sua formacéo e
o tempo de 30 horas manteve acima de 50% do volume de emuls&o original depois
de 24, 48, 72 e 96 horas da formacao, conforme Grafico 2.

Apés 30 horas foi observada uma reducdo em todos os indices de
emulsificacdo. Sendo que o0 maior impacto negativo aconteceu no tempo de

fermentacao de 48 horas, com indice de emulsificacdo mensurado em 96%.
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Gréfico 2. Medidas de indice de emulsificacdo nos diferentes tempos de fermentacao.
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Fonte: Elaborado pela autora

5.2. Influéncia de metais na producéo de biossurfactante

Para verificar a influéncia de concentracbes de metais na producéo do
biossurfactante, foram realizados ensaios com diferentes concentracdes de sulfato de
ferro, sulfato de sédio e sulfato de manganés, conforme o planejamento experimental
fatorial de 33. Uma fermentacdo padrdo, sem o acréscimo de metais também foi
realizada, par fins comparativos.

A Gréfico 3 apresenta as medidas de tensdo superficial nas concentragfes de
0,5 mmol/L, 1 mmol/L e 1,5 mmol/L de sulfato de ferro. Verificou-se que ndo ha
diferenca entre os valores obtidos entre a fermentacdo que foi adicionada sulfato de
ferro e a fermentacéao que nao foi adicionada.
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Gréafico 3. Medidas de tensao superficial em diferentes concentracdes de sulfato de
ferro e o padrao.
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Fonte: Elaborado pela autora

Pode-se observar através do Grafico 4 que apo6s 24h, as melhores variaveis
encontradas para estabilidade da emulséo, foram as de concentragdes de 0,5 mmol/L
e 1,5 mmol/L para o sulfato de ferro, que obtiveram valores acima de 60%, porém
inferiores ao padrédo, que chegou a quase 70%. Na concentragdo de 1 mmol/L, o valor
situou-se acima de 50% da sua formacéao original, porém ainda abaixo da solucdo
padrao analisada.
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Gréafico 4. Medidas de indice de emulsificagdo para diferentes concentracdes de

sulfato de ferro e o padrao.
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*Concentra¢do Branco é equivalente a concentracdo padrdo, sem a adi¢édo de ferro.

Fonte: Elaborado pela autora

O Gréfico 5 apresenta as medi¢des de tensao superficial nas concentracdes de
0,1 mmol/L, 0,3 mmol/L e 0,5 mmol/L para o sulfato de sédio. Pode-se notar que, da
mesma forma que a adi¢&o de ferro, ndo houve diferencas nos resultados entre as

diferentes concentracbes empregadas.
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Gréafico 5. Medidas de tensao superficial em diferentes concentragfes de sulfato de
sédio e o padrao.
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*Concentracdo 0 é equivalente & concentragdo padrédo, sem a adi¢céo de sulfato de sédio.

Fonte: Elaborado pela autora

Para as diferentes concentracdes de sulfato de sodio, pode-se observar pelo
Gréfico 6, que apés 24 horas, as concentracfes 0,1 e 0,3 mmol/L obtiveram valores
de indice de emulsificacdo acima dos valores obtidos pela fermentacdo sem adicédo
de metais, auxiliando na manutencéo da estabilidade do indice de emulsificacéo.

Porém, pode ser observada uma reducdo nos indices de emulsificacdo apos
48 horas, equiparaveis a fermentacédo padréao, tornando-se ainda mais vantajosa a
fermentacdo sem a adicdo de metais, pois manteve a estabilidade no indice de
emulsificacdo de 24 até 96 horas e ainda torna o processo mais econémico, por hdo

ser necessaria componentes adicionais.
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Gréfico 6. Medidas de indice de emulsificacdo em diferentes concentrac¢des de sulfato
de sddio e o padrao.
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*Concentracao Branco é equivalente a concentragdo padréo, sem a adi¢ao de sulfato de sédio.
Fonte: Elaborado pela autora

Medidante o Gréafico 7, pode-se observar que o sulfato de manganés
apresentou um resultado negativo na tensao superficial, causando um aumento da

tensdo, quando comparada com a fermentacéo sem adigdo de metais.



36

Gréafico 7. Medidas de tensao superficial em diferentes concentragdes de sulfato de

manganés e o padrao.
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*Concentracado 0 é equivalente a concentracdo padrédo, sem a adi¢cao de sulfato de manganés.
Fonte: Elaborado pela autora

O sulfato de manganés também néo apresentou efeito positivo na manutencgéo
do indice de emulsificacdo. Mais uma vez, a fermentacdo sem adicao de sulfato de

manganés mostou-se a emulsao mais estavel, conforme Gréfico 8.
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Gréafico 8. Medidas de indice de emulsificagdo para diferentes concentracbes de
sulfato de manganés e o padréo.
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*Concentracao Branco é equivalente a concentracdo padrédo, sem a adi¢cao de sulfato de manganés.
Fonte: Elaborado pela autora

O Grafico 9 apresenta uma comparacdo dos valores obtidos para tensdo
superficial entre os metais sulfato de ferro, sulfato de sddio e sulfato de manganés,
ambos comparados com uma fermentacédo padrdo. Pode-se observar que todos os
metais analisados nestes estudos aumentaram a tensdo superficial, quando
comparados com a fermentacédo padrdo, sendo seu efeito negativo na reducéo da
tensao superficial do biossurfactante.
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Grafico 9. Comparacao entre o efeito dos metais FeSO4, NaSO4 e MnSO4 na tensédo
superficial e o padrao.
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*Concentrag¢do Branco é equivalente & concentragdo padrao.

Fonte: Elaborado pela autora

O fato da tenséo superficial ndo ter demonstrado diferenca entre a fermentacao
sem adicdo de metais e as fermentacdes com diferentes concentracdes de sulfato de
ferro, sddio e zinco, pode ser explicada pelo fato de que o farelo de trigo jA contém na
sua composi¢do uma certa quantidade desses metais, tanto de ferro quanto de sodio,
e as concentracfes adicionadas de metais néo influenciaram na quantidade desses
metais, ja presentes no farelo.

Mediante a comparagdo dos resultados de indice de emulsificacdo com 24
horas, apresentados no Gréfico 10, pode-se notar a solu¢do de sulfato de sodio, 0,1
e 0,3 mmol/L, destaca-se com indice de emulsificacdo superior ao obtido na
fermentacdo sem adicdo de metais, quando comparado com o sulfato de ferro e
sulfato de manganés. Porém, a emulsédo ndo se manteve estavel a partir de 48 horas
e se equiparou com a fermentacéo padréo, conforme verificado anteriormente.

Desta forma, ainda é mais vantajoso do ponto de vista das propriedades de
tensao superficial e indice de emulsificacdo, bem como do ponto de vista econémico,
nao adicionar metais a fermentacao, quando utilizado farelo de trigo como substrato.



39

Gréfico 10. Comparacédo entre o efeito dos metais FeSO4, NaSO4 e MnSO4 no indice

de emulsificacdo em 24 horas de fermentacéo e o padrao.
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Fonte: Elaborado pela autora

5.3. Influéncia da concentracdo do indutor, umidade, temperatura
em 24, 30 e 36 horas de fermentacao

5.3.1. Fermentacdes realizadas em tempo de 24 horas

A partir dos resultados obtidos nos experimentos anteriormente, foi levantada
a hipotese de que explorando-se os tempos de fermentacao 24, 30 e 36 horas, seriam
obtidos melhores valores de indice de emulsifica¢ao.

Andlise de tensdo superficial também foi realizada para verificar o
comportamento do biossurfactante, mediante esta propriedade, nos tempos de
fermentacao trabalhos.

Quando a fermentacéo foi interrompida em 24 horas, analisando os resultados
de tensdo superficial apresentados na Tabela 5, pode-se verificar que analisando
individualmente cada variavel, em geral, ndo apresentaram diferenca significativa nos
resultados de tenséo superficial. Apenas os experimentos onde se trabalhou com
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32°C apresentaram reducao na tensao superficial, mas ainda estando longe do ideal,
que é abaixo de 40 mN/m.

Tabela 5. Tenséo superficial para biossurfactantes em 24 horas de fermentacao.

Experimentos  Conc. Indutor(ml)  Temperatura (*C)  Umidade (%) Tensdo Superficial (mMN/m)

1 13 36 112 51,5 Aabe
2 07 32 BE 50,5 Aac
3 13 36 BE 51,75 Aabc
4 13 32 BE 325 Aac
5 07 32 112 50 Aac
B 0.7 36 112 51,5 Azbe
7 07 36 BB 51,75 Aabc
B 13 32 112 51 Aac
8 15 34 100 52,75 Azbc
10 37 100 5B Ao
11 1 3l 100 55,5 Aaob
12 0.5 34 100 52,5 Aabc
13 1 34 120 52,25 Aabc
14 1 34 B0 S1&abc
15 1 34 100 S1lAabc
16 1 34 100 SS5aabe
17 1 34 100 524abc

A,B...médias seguidas de mesma letra mailscula ndo diferem pelo teste de Tukey (p<0,05) para concentragao do indutor.

a,b...médias seguidas de mesma letra mindscula néo diferem pelo teste de Tukey (p<0,05) para temperatura .

a,b...médias seguidas de mesma letra minascula nao diferem pelo teste de Tukey (p<0,05) para umidade

Fonte: Elaborado pela autora

Quando comparada a concentragdo do indutor e temperatura, conforme o
Gréfico 11, pode-se observar que quando trabalhou-se com uma concentragdo de
indutor e temperaturas mais baixas, foi obtida uma melhor reducdo na tenséo

superficial de 50 mN/m.
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Gréfico 11. Superficie ajustada para a tensdo superficial quando comparada com a
temperatura e concentragao do indutor em 24 horas de fermentacgéao.
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Fonte: Elaborado pela autora

Analisando a interacdo entre umidade e temperatura, conforme Gréfico 12,
nota-se que a combinacdo de alta temperatura e uma umidade de 100% afeta

negativamente a tensao superficial, resultando em uma tensao de 57 mN/m.
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Gréafico 12. Superficie ajustada para a tensdo superficial quando comparada com a

temperatura e umidade em 24 horas de fermentacéo.
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Fonte: Elaborado pela autora

O Grafico 13 mostra que os melhores valores de reducéo na tensdo superficial
foram obtidos quando trabalhou-se com a menor concentragdo do indutor, sendo
independente da umidade. Desta forma, é interessante considerar a menor umidade,

visando economia no processo.
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Gréafico 13. Superficie ajustada para a tensdo superficial quando comparada com a
umidade e concentracdo do indutor em 24 horas de fermentagéo.
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Fonte: Elaborado pela autora

A Tabela 6 apresenta os resultados de indice de emulsificacao (24E), para as
fermentacdes que foram finalizadas em 24 horas. Mediante os dados obtidos, nota-se
que ndo houve diferenca significativa entre os resultados de indice de emulsificagéo
para as variaveis de concentracdo do indutor, temperatura e umidade. Os Unicos
experimentos que mantiveram pelo menos 50% do volume de emulsao original foram
1 (62,37%), 7 (50%) e 17 (54%).
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Tabela 6. Indice de emulsificacdo para o biossurfactante obtido em 24 horas de

fermentacéo.
Experimentos Cont, Indutor (mL) Temperatura [°C) Urnidade (%) Indice de Emulsicacio (%)

1 13 3k 112 62,37 Aa
2 07 32 2 33,36 440
3 13 3k 2 46,24 Aan
4 13 32 2 30Aag

5 07 32 112 0 Aan

B 07 3k 112 33,75 Laa
7 07 3k g2 S0AA0

2 13 32 112 4993 Aan
g 15 34 10 3218 Aa0
10 1 37 10 0 Aan

1 1 31 10 28,75 Aag
1 05 3 100 24.31A50
13 1 34 120 21,43 Aan
14 1 34 & 2781 Az
15 1 3 100 27%6A50
16 1 34 10 43,83 Aan
17 1 34 10 54,14 Az

A,B...médias seguidas de mesma letra mailscula nao diferem pelo teste de Tukey (p<0,05) para concentracédo do indutor.

a,b...médias seguidas de mesma letra mindscula n&o diferem pelo teste de Tukey (p<0,05) para temperatura .

a,b...médias seguidas de mesma letra mintscula nao diferem pelo teste de Tukey (p<0,05) para umidade

Fonte: Elaborado pela autora.

O Grafico 14 apresenta maiores valores de indice de emulsificacdo quando

combinados 80% de umidade e 0,5 mL de concentragéo do indutor (62,37%).
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Gréafico 14. Superficie ajustada para o indice de emulsificacdo quando comparada
com a umidade e concentrag&o do indutor em 24 horas de fermentagao.
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Fonte: Elaborado pela autora

Observando o Grafico 15 nota-se que as combinacdes temperatura elevada
nas umidades de 80 e 120% resultaram em um bom indice de emulsificacdo. Todavia

a uma umidade de 100%, houve impacto negativo no indice de emulsificagéao.
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Gréafico 15. Superficie ajustada para o indice de emulsificacdo quando comparada
com a umidade e temperatura em 24 horas de fermentagao.
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Fonte: Elaborado pela autora

O Gréfico 16 apresenta os resultados de indice de emulsificacdo quando
combinados concentracdo do indutor+temperatura. Nota-se que as combinagdes
elevada concentracdo de indutor+elevada temperatura afetou positivamente o indice
de emulsificacdo. Mas, quando combinados baixa temperatura+baixa concentracao
de indutor, um efeito negativo na emulsificacao foi observado. O efeito negativo foi

observado também para 37°C e 1 mL de indutor.
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Gréafico 16. Superficie ajustada para o indice de emulsificacdo quando comparada
com a concentracao do indutor e temperatura em 24 horas de fermentacao.
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Fonte: Elaborado pela autora

A Tabela 7 mostra que ndo houve diferenca significativa entre as variaveis
concentracdo do indutor, temperatura e umidade para a producdo de biossurfactante

(g/L), para fermentagéo durante 24 horas.
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Tabela 7. Producéo de biossurfactantes produzidos por em 24 horas de fermentacéo.

Experimentos  Conc Indutor(mL)  Temperatura (°"C)  Umidade (%) Producdo (g/L)
1 13 36 112 224830
2 07 32 ] 2,045 Aao
3 13 £l 3] 2,22 haa
4 13 32 ] 2, 15430
5 0,7 £V 112 231430
B 07 36 112 242830
7 07 el ] 2,28430
8 13 32 112 2,3 830
g 15 1| 100 2,19430
10 1 7 100 208830
11 1 E) | 100 2,17 Aaa
12 05 L 100 2, 15430
13 1 ! 120 226430
14 1 L 80 2,145 Aao
15 1 1| 100 233830
16 1 ENi| 100 23430
17 1 3 100 2,36kag

A,B...médias seguidas de mesma letra mailscula nao diferem pelo teste de Tukey (p<0,05) para concentra¢édo do indutor.

a,b...médias seguidas de mesma letra mindscula n&o diferem pelo teste de Tukey (p<0,05) para temperatura .

a,b...médias seguidas de mesma letra mintscula nao diferem pelo teste de Tukey (p<0,05) para umidade

Fonte: Elaborado pela autora

Mediante o Gréfico 17, pode-se observar que a producao de biossurfactante é
maior quando combinada uma menor concentracdo do indutor e uma maior

temperatura (2,42 g/L).
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Gréafico 17. Superficie ajustada para a producdo quando comparada com a

temperatura e concentragao do indutor em 24 horas de fermentacgéao.
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Fonte: Elaborado pela autora

O Grafico 18 apresenta resultados de producdo de biossurfactante quando
combinadas as variaveis umidade+temperatura. Pode-se observar que concentracao
elevadas de umidade a baixa tempertura de fermentagdo proporciona uma maior
produtividade (2,42 g/L).
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Gréafico 18. Superficie ajustada para a producdo quando comparada com a
temperatura e umidade em 24 horas de fermentacao.
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Fonte: Elaborado pela autora

No Gréfico 19 nota-se que a combinacdo de uma elevada umidade e baixa
concentracdo do indutor também proporcionou valores elevados de producdo de

biossurfactante em 24 horas de fermentacao (2,42 g/L).
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Gréafico 19. Superficie ajustada para a producdo quando comparada com a
concentrag&o do indutor e umidade em 24 horas de fermentagao.

Superficie ajustada para a producao

24

Producéo (g/L)
2,2

15

2,0 1.0
Conc. Indutor (mL)
80

100 0,5
Umidade (%) 120

Fonte: Elaborado pela autora

5.3.2. Fermentac0des realizadas em tempo de 30 horas

A Tabela 8 apresenta os resultados de tensao superficial do biossurfactante em
30 horas de fermentag&o. Pode-se observar que as variaveis concentracdo do indutor,
temperatura e umidade nao apresentaram diferenca significativa. Os experimentos
que apresentaram maior reducdo na tensao superficial foram 2 (50 mN/m) e 5 (50,5
mN/m).



Tabela 8. Tensao superficial do biossurfactante em 30 horas de fermentacéo.

Experimentos

Conc. Indutor (mL)

Temperatura(*C) Umidade (%)

Tensao Superficial (mMN,/m)

1

LN R - x B I N W 3 B MU & [ (]

el e e e e e
= W e L R e

1,3
07
1,3
13
0,7
07
07
1,3
15

RO

=

36
32
36
32
32
36
36
32
34
7
3l
34
34
34
34
34
34

112
83
83
B3

112

112
83

112

100

100

100

100

120
80

100

100

100

S7 Az
SC0Az0
55,5 A0
535Aa0
50,5 A0
S6Az0
51Az0
51754z
S3Aa0
S5Az0
555 A0
5275 Aza
Sdhan
S53Aa0
SL5AE0
525Aa0
S52Az0

A,B...médias seguidas de mesma letra mailscula ndo diferem pelo teste de Tukey (p<0,05) para concentragao do indutor.

a,b...médias seguidas de mesma letra mindscula néo diferem pelo teste de Tukey (p<0,05) para temperatura .

a,b...médias seguidas de mesma letra minGscula nao diferem pelo teste de Tukey (p<0,05) para umidade

Fonte: Elaborado pela autora

52

O Grafico 20 apresenta os resultados de tensédo superficial quando combinadas

as variaveis umidade e temperatura, onde foi possivel observar que os melhores

valores de reducdo na tensdo superficial foram obtidos quando combinados tanto

baixa ou elevada umidade a uma baixa temperatura.
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Gréafico 20. Superficie ajustada para a tensao superficial quando comparadas a
umidade e a temperatura em 30 horas de fermentacéo.
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Fonte: Elaborado pela autora

O Grafico 21 demonstra os resultados de tensdo superficial, quando
combinados temperatura e concentracdo do indutor, para 30 horas de fermentacao.
Nota-se que o resultado que apresentou uma influéncia negativa na reducdo da
tensao superficial foi quanto trabalhou-se com 1,3 mL do indutor+32°C, 57 mN/m e a

melhor reducédo da tensédo superficial foi com 0,7 mL do indutor+32°C, com valor de
50 mN/m.
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Gréafico 21. Superficie ajustada para a tensao superficial quando comparadas a
concentracéo do indutor e a temperatura em 30 horas de fermentagéo.

Superficie ajustada para a tensao

56
Tensao (mN/m) 54

52
36

50

~ 3

4
Temperatura (°C)

05 V)

1.0

15
Conc. Indutor (mL)

Fonte: Elaborado pela autora

O Grafico 22 apresenta os resultados de tensédo superficial quando combinadas
as variaveis concentracdo do indutor e umidade. Pode ser observado que trabalhar

com uma baixa concentracdo de indutor e uma baixa umidade proporciona uma boa
redugéo na tenséo superficial.
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Gréafico 22. Superficie ajustada para a tensao superficial quando comparadas a
concentragéo do indutor e a umidade em 30 horas de fermentagao.
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Fonte: Elaborado pela autora

A Tabela 9 mostra que houve diferenca significativa para o indice de
emulsificacdo, em 30 horas de fermentacao, apenas para a variavel temperatura.

Os experimentos 1 (59,03%), 3 (58,21%), 7 (56,08%), 8 (56,53%), 9 (54,46%),
10 (58,95%), 11 (65,97%), 12 (55,78%), 13 (50,75%), 14 (54,25%), 15 (52,03%) e 17
(55,13%) apresentaram capacidade de estabilizacdo da emulsdo em pelo menos 50%
do volume da emulsdo original 24 horas depois da sua formacdo, podendo ser
considerados bons emulsificantes (PINTO; MARTINS; COSTA, 2009).



Tabela 9. indice de emulsificagéo do biossurfactante em 30 horas de fermentacéo.

Experimentos  Conc. Indutor (mL)

Temperatura (°C) Umidade (%)

indice de Emulsificacio (%)

1 13
2 0,7
3 13
4 13
= 0,7
B 0,7
7 0.7
g 13
g 15
10

11 1
12 0,5
13 1
14 1
15 1
16 1
17 1

36
32
36
32
£
36

L
(= 51

EEEEEREESEDS

112
88
88
88

112

112
88

112

100

100

100

100

120
&0

100

100

100

58,03 Aaw
0 Aba
G&21 daa
714 Aba
7,69 by
49,21 Aaa
56,08 Aag
56,53 Aba
54,46 Aag
58,55 Aaba
65,57 Aaw
L, 78 Aaag
G075 Aaa
54,25 faa
52,03 fag
4853 Aag
BE,13 Aaw

A,B...médias seguidas de mesma letra mailscula nao diferem pelo teste de Tukey (p<0,05) para concentracédo do indutor.

a,b...médias seguidas de mesma letra mindscula n&o diferem pelo teste de Tukey (p<0,05) para temperatura .

a,b...médias seguidas de mesma letra mintscula nao diferem pelo teste de Tukey (p<0,05) para umidade

Fonte: Elaborado pela autora

56

O Gréfico 23 apresenta que altas temperaturas levam aos melhores resultados

de indice de emulsificacdo. E a tendéncia do indice foi baixa quando combinados os

fatores baixa temperatura+baixa umidade.
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Gréafico 23. Superficie ajustada para a indice de emulsificacdo quando comparada

com a temperatura e umidade em 30 horas de fermentagao.
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Fonte: Elaborado pela autora

Valores mais altos de indice de emulsificacdo foram obtidos quando
combinadas elevadas temperaturas, independente da concentracao do indutor. Mas,
guando trabalhou-se com temperatura baixas, apenas concentra¢cdes em torno de 1

mL demonstraram melhores indices de emulsificacdo, conforme o Gréfico 24.
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Gréafico 24. Superficie ajustada para a indice de emulsificacdo quando comparada
com a temperatura e concentracao do indutor em 30 horas de fermentacao.

Superficie ajustada para o indice de emulsificacao

60
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Fonte: Elaborado pela autora

O Grafico 25 mostra que quando os melhores indices de emulsificacdo foram
obtidos a 100% de umidade, ndo havendo influéncia da concentracdo do indutor para

essa condigéo.
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Gréafico 25. Superficie ajustada para a indice de emulsificacdo quando comparada
com a umidade e concentrag&o do indutor em 30 horas de fermentagao.

Superficie ajustada para o indice de emulsificacao
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Fonte: Elaborado pela autora

Conforme a Tabela 10, pode-se verificar que houve diferenca significativa na
producdo de biossurfactante apenas para a variavel temperatura. O maior valor de

producéo de biossurfactante foi de 6,30 g/L, enquanto o menor valor foi de 1,74 g/L.



60

Tabela 10. Producao de biossurfactante em 30 horas de fermentag&o.

Experimentos  Conc Indutor (ml)  Temperatura (°C) Umidade (%) Producdo (g/L)

1 1,3 3h 112 467 Aan

2 07 32 A 2,255 Acy
3 13 36 88 2,415 Aag
4 13 32 ] 2,005 Aca
5 07 32 112 2,105 Ace
b 07 3h 112 3,87 Aag

7 07 36 B8 b, 305 Aag
g 13 32 112 224 hca

g 15 M 100 2,065 Abey
10 1 7 100 2,11 Aabeg
11 1 i1 100 4,705 Aabca
12 0,5 H 100 2,22 Ahca
13 1 M 120 1745 Abey
14 1 # &0 21 Abra
15 1 H 100 2,24 Abca
16 1 H 100 2485 Abeg
17 1 H# 100 2,17 Ahca

A,B...médias seguidas de mesma letra mailscula nao diferem pelo teste de Tukey (p<0,05) para concentra¢édo do indutor.

a,b...médias seguidas de mesma letra mindscula n&o diferem pelo teste de Tukey (p<0,05) para temperatura .

a,b...médias seguidas de mesma letra mintscula nao diferem pelo teste de Tukey (p<0,05) para umidade

Fonte: Elaborado pela autora

Conforme o Grafico 26, a temperatura de 36C foi a melhor de condi¢do para
producéo de biossurfactante, quando combinada com 88% e 112% de umidade.
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Gréfico 26. Superficie ajustada para a producédo quando comparada com a umidade
e temperatura em 30 horas de fermentagéo.

Superficie ajustada para a producdo

Producéo (g/L) i
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Fonte: Elaborado pela autora

O Gréfico 27 mostra que maiores producdes de biossurfactante foram obtidas
em fermentacbes com menores concentracoes de indutor, em condicdo de

temperaturas elevadas.
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Gréafico 27. Superficie ajustada para a producdo quando comparada com a
temperatura e concentragao do indutor em 30 horas de fermentacgéao.

Superficie ajustada para a producao

Produgéo (g/L) g

36

34
Temperatura (°C)
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Fonte: Elaborado pela autora

O Grafico 28 mostra que a melhor combinacdo para a producdo de
biossurfactante foi baixa umidade, em uma condicdo de baixa concentracdo de

indutor.
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Gréfico 28. Superficie ajustada para a producdo quando comparada com a umidade
e concentragdo do indutor em 30 horas de fermentag&o.

Superficie ajustada para a producéo
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Fonte: Elaborado pela autora

5.3.3 Fermentacdes realizadas em tempo de 48 horas.

A Tabela 11 mostra que houve diferenca significativa apenas para a variavel
temperatura, estando relacionada a maior reducéo de tensdo superficial a 31°C, 48

nM/m, e a maior tensédo superficial a 36°C, 57,5.
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Tabela 11. Tenséo superficial em 36 horas de fermentacao

Experimentos  Conc. Indutor (mL) Temperatura (°C) Umidade (%) Tensao (mi/m)
1 13 36 112 565 Aan
2 07 32 B8 S0Abeg
3 13 36 B8 C75Aag
4 13 32 B8 S1Aba
5 07 32 112 505 Abg
b 07 36 112 55 Aag
7 07 36 B8 5 Aag
B 13 32 112 52 Aba
G 15 H 100 52 Aba
10 1 37 100 B0 5Aba
11 1 i1 100 A48 Aba
12 05 H 100 L3Abg
13 1 H 120 515 Aba
14 1 H &0 45 Abe
15 1 H 100 50,5 Abg
16 1 H 100 50,5 Abg
17 1 M 100 52 Aba

A,B...médias seguidas de mesma letra mailscula nao diferem pelo teste de Tukey (p<0,05) para concentra¢édo do indutor.

a,b...médias seguidas de mesma letra minuscula n&o diferem pelo teste de Tukey (p<0,05) para temperatura .

a,b...médias seguidas de mesma letra mintscula nao diferem pelo teste de Tukey (p<0,05) para umidade

Fonte: Elaborado pela autora

Conforme o Gréfico 29, bons valores de reducdo de tenséo superficial podem
ser obtidos quando combinadas as variaveis 1 mL de indutor, a temperatura de 31°C,
48 mN/m. O mesmo ndo pode ser observado quando combinadas as variaveis
36°C+1,3 mL de indutor, causando um efeito negativo na reducdo da tensao

superficial em 36 horas de fermentag&o.
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Gréfico 29. Superficie ajustada para a tensao superficial quando comparada com a

temperatura e concentragao do indutor em 36 horas de fermentacéao.

Superficie ajustada para a tensao
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Fonte: Elaborado pela autora

No Gréfico 30 observa-se que quando trabalhado com elevadas temperaturas,
apenas utilizando uma concentragédo em torno de 100% de umidade, pode-se reduzir
a tenséo superficial. No entanto, quando se reduziu a temperatura melhores redugdes
de tensao foram obtidas, principalmente abaixo de 100% de umidade. A combinacéo
de uma menor umidade e temperatura mais baixa pode trazer economia para o

processo.
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Gréafico 30. Superficie ajustada para a tensao superficial quando comparada com a
temperatura e umidade em 36 horas de fermentacéo.

Superficie ajustada para a tensao
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Fonte: Elaborado pela autora

Quando fermentado a 1mL de concentracdo de indutor e menores valores de
umidade, o B. amyloliquefaciens, produziu um biossurfactante com uma tenséo

superficial reduzida, 48 mN/m, conforme Grafico 31.
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Gréafico 31. Superficie ajustada para a tensao superficial quando comparada com a
concentragdo do indutor e umidade em 36 horas de fermentagao.

Superficie ajustada para a tensao
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Fonte: Elaborado pela autora

A Tabela 12 mostra que houve diferenca significativa, para 36 horas de
fermentacao, para o indice de emulsificacdo, apenas para a variavel temperatura, as
variaveis concentracdo do indutor e umidade ndo apresentaram diferenca significativa.
Os experimentos 1 (66,71%), 2 (56,87%), 3 (53,04%), 4 (58,36%), 5 (56,96%), 6
(54,43%), 7 (61,04%), 9 (54,82%), 12 (60,6%), 13 (58,57%), 14 (55,98%), 15 (57,59%)
e 17 (58,59%) apresentaram os melhores emulsificantes, mantendo pelo menos 50%
do volume de emulsdo original, conform mencionado por Pinto, Martins e Costa
(2009).
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Tabela 12. indice de emulsificacdo do biossurfactante em 36 horas de fermentacéo.

Experimentos  Conc. Indutor (ml) Temperatura (°C) Umidade (%) indice de Emulsificacio (%)
1 13 36 112 66,71 Aae
2 07 iz Ba 5E,E7 Aam
3 13 36 BE 53,04 Aaa
4 13 iz Ba 55,36 Aam
5 07 iz 112 56,560 Aan
B 07 36 112 £4.43 Aam
7 07 36 Ba 61,04 Aam
8 13 iz 112 3758 Aam
g 15 M 100 E4.52 Aam
10 7 100 45 55 Aaha
11 1 i1 100 20,27 Aba
12 0,5 M 100 60,6 Aag
13 1 M 120 CEST Ao
14 1 M &0 B5,55 Aam
15 1 M 100 57,55 Aam
16 1 R 100 4975 Aag
17 1 M 100 BE57 Aam

A,B...médias seguidas de mesma letra mailscula ndo diferem pelo teste de Tukey (p<0,05) para concentragao do indutor.

a,b...médias seguidas de mesma letra mindscula néo diferem pelo teste de Tukey (p<0,05) para temperatura .

a,b...médias seguidas de mesma letra minGscula nao diferem pelo teste de Tukey (p<0,05) para umidade

Fonte: Elaborado pela autora

O Grafico 32 mostra que o menor indice, 20,27%, de emulsificacao, para 36
horas de fermentacao, foi encontrado quando combinou 31°C+100% de umidade, ja
o maior indice de emulsificagéo, 66,71, foi obtido com a combinagéo 36°C+112% de

umidade.
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Gréfico 32. Superficie ajustada para o indice de emulsificacdo quando comparada a
temperatura e umidade em 36 horas de fermentacéo.

Superficie ajustada para o indice de emulsificagdo
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Fonte: Elaborado pela autora

Quando combinados baixa temperatura+l mL de solucdo indutora, foi

encontrado efeito negativo no indice de emulsificacdo, conforme a Grafico 33.
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Gréfico 33. Superficie ajustada para o indice de emulsificacdo quando comparada a

temperatura e concentragao do indutor em 36 horas de fermentacgéao.

Superficie ajustada para o indice de emulsificagdo
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Fonte: Elaborado pela autora

A concentracdo 1 mL de indutor combinada com diferentes porcentragens de
umidade, par 36 horas de fermentacdo, mais uma vez mostrou interferir na
estabilidade do biossurfactante, ocasionando em uma emulsdo que manteve apenas

20% do volume da emulsdo original, como visto no Gréfico 34.
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Gréfico 34. Superficie ajustada para o indice de emulsificacdo quando comparada a
umdiade e concentracdo do indutor em 36 horas de fermentagéo.

Superficie ajustada para o indice de emulsificacdo
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Fonte: Elaborado pela autora

A Tabela 13 mostra que a producdo de biossurfactante, em 36 horas de
fermentacao, ndo teve diferencga significativa entre as variaveis temperatura, umidade

e concentragao do indutor.



Tabela 13. Producgao de biossurfactante em 36 horas de fermentagéo.

Experimentos

Conc. Indutor {ml) Temperatura(*C) Umidade (%)

Producao (g/L)

1

W 0O -l W B L R

T e e e =
CSTI = WS FUR U

13
07
13
13
07
07
07
13
15

b

05

i i

36
32
36
32
32
36
36
32
34
37
31
34
34
34
34
34
34

112
83
B
B8

112

112
B8

112

100

100

100

100

120
80

100

100

100

23lAzn
208 A0
447 Aan
214 Az0
201 Az
3,24 Aan
2,32 Az0
2 16Az0
218 Az0
22680
2, 3Az0
209 A0
2,185 Azo
219230
212 Asg
2 Azg
2, 3Az0

A,B...médias seguidas de mesma letra mailscula ndo diferem pelo teste de Tukey (p<0,05) para concentragao do indutor.

a,b...médias seguidas de mesma letra mindscula néo diferem pelo teste de Tukey (p<0,05) para temperatura .

a,b...médias seguidas de mesma letra minGscula nao diferem pelo teste de Tukey (p<0,05) para umidade

Fonte: Elaborado pela autora
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O maior valor de producdo de biossurfactante obtido para 36 horas de

fermentacdo, conforme visto na Gréfico 35, foi obtido com a combinacdo 36°C+88%

de umidade, 4,47 g/L.
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Gréfico 35. Superficie ajustada para a producdo quando comparada a temperatura e
umidade em 36 horas de fermentagéao.

Superficie ajustada para a producao

Producéo (g/L)

36
1 : c o34
st Temperatura (°C)
R = 32
100 T
Umidade (%) 120

Fonte: Elaborado pela autora

O Grafico 36 mostra mais uma vez que a temperatura 36°C foi uma boa variavel
para o aumento da producéo de biossurfactante, quando realizada a fermentacdo em

36 horas, quando combinada com 1,3 mL de concentragéo de indutor.
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Gréfico 36. Superficie ajustada para a producdo quando comparada a temperatura e
concentragéo do indutor em 36 horas de fermentagao.

Superficie ajustada para a producdo
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Fonte: Elaborado pela autora

A combinacdo de uma elevada concentragdo de indutor, combinada a uma

baixa umidade também proporcionou um aumento na producdo do biossurfactante,
em 36 horas de fermentacdo, conforme o Gréfico 37.
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Gréafico 37. Superficie ajustada para a producdo quando comparada umidade e

concentragéo do indutor em 36 horas de fermentagao.

Superficie ajustada para a producao
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Fonte: Elaborado pela autora

Assim, observando os tempos de fermentacdes 24, 30 e 36 horas foi possivel
obter um biossurfactante que mantivesse uma emulséo estavel por pelo menos 50%
do volume da emulséo original, conforme proposto neste estudo, para os tempos de
fermentacao 24, 30 e 36 horas. Aconselha-se trabalhar com 24 horas de fermentacéo,
por conciliar emulsGes estaveis a uma economia em tempo de processo, podendo
tornar a producéo de biossurfactante mais competitiva. Porém, mais estudos ainda

S&80 necessarios para otimizar o processo.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Mediante ao estudo realizado em fermentacdo em estado sdlido, com o Bacillus

amyloliquefaciens, utilizando farelo de trigo com substrato, pode-se concluir:

O perfil de producao do biossurfactante em relagdo ao tempo mostrou que em
36 e 48 horas obtem-se os melhores resultados de reducdo na tenséo
superficial.

Para os melhores valores do indice de emulsificacdo aconselha-se trabalhar
entre 18 e 42 horas, quando séo obtidos valores superiores a 60%

Solugdes de FeSO4, NaSO4 e MnSO4 adicionadas a fermentacdo causam
efeito negativo na reducéo da tenséo superficial.

A solugdo de FeSO4 e MNSO4 néo tiveram efeitos positivos no indice de
emulsificagao.

A solucdo de NaSO4 mostrou valores de indice de emulsificagdo acima dos
valores obtidos em uma fermentacdo em uma fermentacdo padrdo, porém
acima de 24 horas a emulsdo obtida mostrou-se equiparavel a uma
fermentacdo sem adicdo de solucdo de NaSOg, ainda sendo mais vantajoso
nao adicionar metais e consequentemente custos a producao.

Para obtencdo de um biossurfactante com a emulsédo estavel, aconselha-se
trabalhar com 24 horas de fermentacdo, para uma economia em tempo de

processo.
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