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Resumo: Os biossurfactantes sio compostos produzidos por microrganismos apli-
caveis em diversos setores industriais devido suas caracteristicas quimicas que possi-
bilitam vantagens em relagdo aos surfactantes quimicos. Porém, a utilizagio de bios-
surfactantes microbianos, em larga escala, ainda encontra desafios em virtude dos
altos custos de produgio associados aos meios de produgio e etapas de purificacio.
Objetivou-se, com a pesquisa, a produgdo de biossurfactantes via fermentagio em es-
tado solido através da utilizagio de residuos agroindustriais e fontes de nutrientes de
baixo custo utilizando Aspergillus flavus. Utilizaram-se delineamentos experimentais
para o estudo das fontes de nitrogénio, indutores e suas concentragdes nos meios de

cultivo. As maiores atividades emulsificantes foram obtidas utilizando farelo de trigo
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ao invés de soja como componente basal do meio de cultivo utilizando 4% de 6leo de

soja sem a adi¢do de fonte de nitrogénio.

Palavras-chave: Aspergillus flavus; biossurfactantes; fermentagio em estado solido;

6leo de soja; ureia.

Abstract: Biosurfactants are compounds produced by microorganisms applicable in
several industrial sectors due to their chemical characteristics that provide advanta-
ges over chemical surfactants. However, the use of microbial biosurfactants in large
scale still finds challenges due to the high production costs associated with the means
of production and purification steps. We aimed to produce biosurfactants via solid
state fermentation using agroindustrial residues and nutrient sources of low cost using
Aspergillus flavus. Experimental designs were used to study the nitrogen sources, in-
ducers and their concentrations in culture media. Higher emulsifications activities
were obtained with wheat bran instead of soybean component as basal culture me-

dium using 4% soybean oil without the addition of nitrogen source.

Key words: Aspergillus flavus; biosurfactants; solid state fermentation; soya oil; urea.

1 Introdugio

Os biossurfactantes sdo moléculas anfipaticas, que reduzem as tensdes superficial
e interfacial de um liquido [1], com aplicagBes em diversas areas como a ambiental, na
industria de alimentos, medicina e inddstria farmacéutica. Sio aplicaveis, por exem-

. oqe . ’ A i

plo, como emulsificantes e estabilizantes em produtos alimenticios e farmacéuticos,
tais como sorvetes, na panificagdo; como agentes estabilizantes de molhos e em cre-
mes cosméticos e outras formulagdes farmacéuticas. A atividade superficial dessas

, . Y oo :
moléculas pode resultar em agdo antimicrobiana e antibidtica, propriedade esta tam-
bém aplicavel nos setores alimenticio e farmacéutico. Além disso, na area ambiental
sdo utilizados como auxiliares em processos de biorremediagio de residuos oleosos
e metais toxicos em solos e efluentes [2-5]. O potencial de aplica¢io dos biossur-

factantes é baseado nas propriedades de emulsificagio, umedecimento, solubilizagio,
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separagdo, inibi¢do de corrosio, redugdo de viscosidade de liquidos, entre outros [6,
7].

Os biossurfactantes, produzidos a partir de substratos renovaveis e de diferentes
espécies microbianas, podem apresentar caracteristicas estruturais e propriedades fi-
sicas distintas, tornando-os comparaveis ou superiores aos surfactantes sintéticos em
termos de eficiéncia [8, 2, 9]. Os biossurfactantes sio compostos biodegradaveis, pos-
suem baixa toxicidade e apresentam estabilidade em valores extremos de pH [10],
temperatura [ 11] e salinidade [12]. No entanto, a produgio de biossurfactantes pode
apresentar problemas como o alto custo dos substratos associado com métodos inefi-
cientes de recuperagdo do produto [13]. Logo, a fim de se aumentar o uso industrial
de biossurfactantes, o custo de produgio deve tornar-se competitivo comparado aos
agentes tensoativos sintéticos. Uma possivel estratégia para alcangar este objetivo € o
uso de matérias primas alternativas, tais como residuos agroindustriais [ 14] residuos
de destilaria [15], derivados de petrdleo [16], melago [17, 5], entre outros, que tém
sido descritos como substratos importantes para a produgio de biossurfactantes [ 18,
19].

Os biossurfactantes podem ser produzidos por bactérias, leveduras e fungos fi-
lamentosos principalmente em meio aquoso [18]. Uma alternativa para produgio
destes biocompostos ¢ a utilizagdo de fungos filamentosos e fermentagio em estado

solido, processos estes ainda sem muitos relatos em literatura especializada [ 19, 20].

Esses compostos produzidos por fungos, bactérias e leveduras podem ser classifi-
cados em glicolipidios, lipoaminoacidos, lipopeptidios, lipoproteinas, lipopolissaca-
rideos, fosfolipideos, monoglicerideos e diglicerideos, compostos poliméricos e par-
ticulados [21,22]. Os microrganismos sintetizam biossurfactantes de massas molecu-
lares altas e baixas. Os biossurfactantes de baixo peso molecular s3o os acidos graxos,
glicolipidios, lipopeptidios ciclicos e lipopeptidios, j os de alto peso molecular s3o os
polissacarideos anfipaticos, proteinas, lipopolissacarideos, lipoproteinas ou misturas
complexas desses polimeros [23]. Os biossurfactantes mais estudados, representantes
dessa classe de alto peso molecular, sdo Biodispersan, Emulsan e Liposan, sendo todos
complexos de polissacarideos com proteinas podendo ser obtidos utilizando culturas

de Aspergillus spp [24,25].
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Os fungos filamentosos e a fermentagio em estado solido constituem alternativas
para a produgio de biossurfactantes, além do que nio se encontram muitos relatos da
obtencio destes compostos através deste método [26, 27]. A fermentagio em estado
solido (FES) permite a utilizagio de residuos agroindustriais como fonte de nutrientes
e/ou de indugdo, bem como suporte para o desenvolvimento de microrganismos. Na
FES, os fungos sio os microrganismos mais promissores, pela variedade de produtos
de seu metabolismo e devido ao desenvolvimento das hifas que permite aos mesmos,
maior penetragdo no substrato e nas regides porosas entre particulas da matéria-prima
[28]. Dessa forma, este método de produgio, associado do uso de fungos filamento-
sos, consiste em uma alternativa para a diminuigfo dos custos de produgio.

Objetivou-se, com a pesquisa, a proposi¢do de meios de cultivo para a produgio
de compostos com atividade emulsificante por Aspergillus flavus via fermentagio em
estado solido, com a utilizagio de residuos agroindustriais e fontes de nutrientes de

baixo custo.

2 Material e métodos

2.1 Microrganismo, manutengio e preparo do indculo

O fungo utilizado para a produgio de biossurfactantes foi o Aspergillus flavus, iso-
lado por Colla et al. [28] de solo contaminado com dleo diesel (Aspergillus sp. cepa
O-8) e identificado posteriormente através de Phred/Phrap e Consed, utilizando a
metodologia citada por Smanioto et al. [29], no centro de energia Nuclear na Agri-
cultura (Cena), da Universidade de Sdo Paulo, Brasil.

O Aspergillus flavus O-8 apresentou a seguinte sequéncia de bases nitrogenadas:
TTTATACTTGTGAAACTGCGAATGGCTCATTAAATCAGTTATCGTTTAT
TTGATAGTACCTTACTACATGGATACCTGTGTGTAATTCTAGAGCTAAT
ACATGCTAAAAACCTCGACTTCGGAAGGGGTGTATTTATTATGATAAA
AAACCAATGCCCTTCGGGGCTCCTTGGTGATTCATAATAACTTAACGA
ATCGCATGGCCTTGCGCCGGCGATGGTTCATTCAAATTTCTGCCCTAT
CAACTTTCGATGGTAGGATAGTGGCCTACCATGTGTAGGCAACGGGTA
ACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCT

78



RODRIGUES, E. F. et al.

ACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCCGA
CACGGGGAGGTAGTGACAATAAATACTGATACGGGGCTCTTTTGGGT
CTCGTAATTGGAATGAGTACAATCTAAATCCC.

O microrganismo foi mantido em tubos inclinados com Agar-batata-dextrose (AB
D) sob refrigeragio a 4 °C, sendo realizadas repicagens periddicas a cada 3 meses. O
preparo do indculo para as fermentagdes foi realizado através da inoculagio dos fun-
gos em erlenmeyers de 1 L contendo 100 mL de meio ABD, com posterior incubagio
a 30 °C por 5 dias a 7 dias. Ap0s a esporulagio fungica, uma suspensio de esporos
foi preparada pela adi¢io de solugio de Tween 80 a 0,1% sobre os esporos em Agar,
seguido da raspagem dos mesmos, filtragio em algodio estéril e contagem do niimero

de esporos em camara de Neubauer.

2.2 Delineamento experimental

As fermentagdes foram realizadas utilizando meio composto por farelos de soja
ou trigo, casca de arroz e solugdo salina de micronutrientes contendo: (2 g.L~! de
KH,PO,, 1 g.L~! de MgSO, e 10 mL. L~! de solugfio trago, a qual era composta por
0,63 mg. L1 de FeSO,.7H,0, 0,01 mg. L' de MnSO, e 0,62 mg. L™ de ZnSO, e
agua destilada até o volume de 1 L) [23]. O meio de cultivo foi esterilizado por 20 min
a 121 °C em autoclave. A umidade ajustada em 60% com agua destilada estéril e o pH
em 4,5 com uma solugdo de H,SO, 1,5 mol/L. Os experimentos foram realizados
em erlenmeyers de 300 mL contendo 25 g de meio e uma concentragio inicial de
in6culo de 10° esporos/g,,,;,- Os experimentos foram incubados a 30 °C durante
até 8 dias, sendo coletadas amostras a cada 2 dias para a determinagio das atividades
emulsificantes.

Foram realizados trés Delineamentos Fatoriais Completos (DFC) sequenciais.
Primeiramente, um Delineamento Fatorial Completo 2% (Tabela 1) foi utilizado para
o estudo da influéncia da fonte de nitrogénio e do indutor sobre a produgio de bi-
ossurfactantes. O meio de cultivo foi composto por 85% de farelo de soja, 15% de
casca de arroz e 70% de solugio salina. As fontes de nitrogénio (ureia e nitrato de
sodio) e indutores (6leo de soja e azeite de oliva) foram adicionadas na concentragio

de 3%, sendo adicionadas com base na quantidade de meio imido (%p/p). A seguir,
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foram realizados mais dois Delineamentos Fatoriais Completos 22, objetivando estu-
dar: a) influéncia da concentragio de ureia (%p/p) e do tipo de farelo (trigo ou soja)
utilizado como base no preparo do meio da fermentagio em estado solido (Tabela 3),
b) influéncia da proporgio farelo de trigo e casca de arroz na composigio do meio de
cultivo e da concentragdo de 6leo de soja (%p/p) sobre a produgio de biossurfactantes
(Tabela 5). Todos os experimentos foram realizados em duplicata e as condi¢des de
umidade (60%) e pH (4,5) foram mantidas constantes.

Os limites das variaveis foram determinados conforme estudos ja realizados des-
critos na literatura por Colla et al. [30,31]. Nos trabalhos citados, utilizaram-se fon-
tes de nitrogénio organicas e inorganicas em concentragdes variando de 1 a 3%, por
esse motivo a estratégia de adi¢do das fontes de nitrogénio no atual estudo iniciou
com concentra¢des mais altas, buscando-se a redugio a fim de atingirem-se as con-
centragOes para o detrimento da fonte de nitrogénio, necessarias para a produgio de

biossurfactantes, sem afetar, no entanto, o crescimento microbiano.

2.3 Determinagdes analiticas
2.3.1 Extragio do biossurfactante

Os farelos fermentados foram submetidos a extragdo segundo metodologia pro-
posta por Colla et al. [31], utilizando 5 g de farelo fermentado extraidos com 30
mL de agua destilada a 90 °C seguido para o banho-maria a 50 °C durante 30 min,
com posterior filtragdo em algodio, centrifugagio por 15 min com 6000 rpm para
separagdo das células fingicas e esporos, filtragio em papel filtro. Os extratos obti-
dos foram utilizados para a determinagio das atividades emulsificantes O /A (6leo em

agua) e A/O (agua em dleo).

2.3.2 Determinagio das atividades emulsificantes

As atividades emulsificantes 6leo em 4gua e agua em 6leo foram determinadas se-
gundo metodologia proposta por Pinto et al. [32], utilizando 3,5 mL de extrato e 2
mL de 6leo de milho. A mistura foi agitada em agitador Vortex a 700 rpm por 1 min.

Apbs 60 min de repouso foi lida a absorbancia do meio emulsificado 6leo/agua em
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espectrofotometro a 610 nm. Apds 24 h de repouso realizou-se a leitura em paquime-
tro, da altura da emulsio agua/dleo formada e da altura total (altura da emulsio mais
altura da camada remanescente de 6leo). Trés brancos foram realizados como contro-
les da determinagio analitica. As atividades emulsificantes foram calculadas através
das Equagdes (1) e (2), sendo: AE = atividade emulsificante (obtida em unidade de
emulsificagdo UE); O/A = 6leo em agua; A/O = agua em 6leo; ABS = absorban-
cia; E = relagio centesimal entre a altura da emulsio agua/oleo e a altura total; D =

diluigio da amostra em agua.

AEO/A = (ABSamostm'D) _ABSbmnco (1)
AEA/O = (Eamostm'D) _Ebmnco @

A atividade emulsificante 6leo em agua foi definida como a quantidade de biossur-
factante necessaria para aumentar a absorbancia em 1,0 a 610 nm, e a atividade emul-
sificante agua em 6leo como a quantidade de biossurfactante necessaria para manter
a emulsio estavel por 24 h [32].

Os resultados de atividades emulsificantes obtidos foram utilizados como varia-
vel de resposta e avaliados através de analise de variancia, sendo calculados os efeitos
estimados e os coeficientes de regressio dos modelos gerados utilizando-se o software

Statistica 6.0.

3 Resultados e discussiao

3.1 Estudo da fonte de nitrogénio e indutor para a produgio de biossur-

factantes

Os resultados das atividades emulsificantes (AE), obtidos no primeiro delinea-
mento fatorial completo, estdo apresentados na Tabela 1. Foram apresentados os re-
sultados do tempo de 8 dias de fermentagio (T8), visto neste tempo terem sido obser-
vados as maiores atividades emulsificantes.

As maiores atividades emulsificantes O/A foram obtidas com ureia como fonte

de nitrogénio, como observado nos experimentos 1 e 3. Com relagio aos induto-
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res oleosos, a maior atividade emulsificante O/A foi obtida com 6leo de soja. Ja as

maiores AE A /O, foram obtidas no experimento 3 (ureia e 6leo de soja).

Tabela 1. Atividades emulsificantes leo em dgua (O /A) e dgna em dleo (A /O) obtidas em
8 dias de fermentagio para os experimentos do primeiro delineamento fatorial completo

Fonte de AE AE
Exo, Indutor (X 0/A O/A
P Nitrogénio (x,)  nauor X gy (UE)*
: U(rle)la Azelte(_‘ie) Oliva 4 390,93 462042447
5 Nitrato de S6dio  Azeite de Oliva 3224013 11,2742,16
(+1) )
3 Ureia Oleo de Soja 5,93+0,23  79,7543,22
1) . D)
s Nitrato de Sédio  Oleo de Soja 0,0040,00  25,39+25,58
(+1) (+1)

*médiatdesvio padrio dos resultados obtidos a partir da réplica dos experimentos

A analise dos efeitos estimados das variaveis sobre as atividades emulsificantes (Ta-
bela 2) demonstrou que a fonte de nitrogénio apresentou efeitos negativos e significa-

tivos (p<0,05) sobre a AEq 4.

Tabela 2. Efeitos estimados das varidveis do primeiro delineamento fatorial completo
sobre as atividades emulsificantes dleo em dgua (AE ) ) e dgna em dleo (AE, )

AE, AE,

Fonte de  Efeitos Efeitos

Variagio Estimados P Estimados P
Média 3,38750 0,000040 40,6575 0,002961

FN (X)) -3,55250  0,000501  -44,6428  0,023901
I(X,) -0,84000  0,071519 23,8417 0,131242
X,.X, -2,38250  0,002302 -9,7161 0,483413

FN: Fonte de nitrogénio; I: Indutor; p: nivel de significincia.

A partir dos resultados de atividades emulsificantes O/A e A/O, obtidos no pri-
meiro delineamento, observou-se que a ureia pode ser utilizada como fonte de nitro-
génio. Além da ureia possibilitar a obtengdo de maiores atividades emulsificantes, é
considerada um insumo de baixo custo [33].

Como o indutor nio apresentou efeito significativo optou-se por utilizar o 6leo
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de soja para a produgio de bioemulsificantes. O 6leo de soja, além de ter menor custo
e ser mais disponivel no Brasil do que o azeite de oliva, tem apresentado resultados
promissores para a produgio de biossurfactantes isoladamente ou combinados com
substratos como agtcares [17, 19]. A produgio de raminolipideos por Pseudomonas
aeruginosa UW-1 utilizando 6% (v/v) de diferentes 6leos vegetais demonstraram que
o0 0leo de soja foi uma das melhores fontes de carbono. Os dleos de oliva e milho
também favoreceram a produgio de biossurfactantes, apesar dos rendimentos terem
sido inferiores comparativamente ao 6leo de soja [34]. Nitschke et al. [35], também,
utilizaram residuo de dleo de soja como fonte de carbono em cepas de Pseudomo-
nas aeruginosa LB1, sendo que o biossurfactante sintetizado no estudo foi capaz de
emulsificar 100% de dleo de soja, bem como gordura de frango, mostrando elevada

potencialidade para ser utilizado na inddstria de alimentos.

3.2 Estudo do meio base e da concentragio da fonte de nitrogénio para

produgio de biossurfactantes

Para o estudo do meio base e da concentragio da fonte de nitrogénio apropri-
ada para a produgio de biossurfactantes via FES, utilizou-se o delineamento fatorial
completo 2% apresentado na tabela 3, com éleo de soja como indutor em uma con-
centragio fixa (%p/p) de 3%. As variaveis estudadas foram a concentragdo de ureia
adicionada (1% e 0%) e o tipo de farelo (trigo ou soja). Os farelos de trigo e soja foram
utilizados em estudos anteriores pelo grupo de pesquisa para a produgio de lipases em
fermentagio em estado solido pelo Aspergillus flavus cepa O-8, sendo que o melhor
meio encontrado foi aquele utilizando o farelo de soja.

Por esse motivo, no primeiro delineamento experimental foi utilizado o farelo
de soja. Entretanto, sabe-se que o farelo de soja possui maior conteudo de proteinas
que o farelo de trigo, e que a produgdo de biossurfactantes depende, muitas vezes, do
detrimento da fonte de nitrogénio. Por esse motivo foi estudada a concentragio da
fonte de nitrogeénio e o tipo de farelo utilizado como meio basal.

Os resultados de atividades emulsificantes O/A obtidos nos experimentos do se-
gundo delineamento experimental (Tabela 3) demonstraram que as atividades foram

semelhantes no tempo inicial e final de fermentagdo. Paraa realizagio da analise de va-
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riancia foram calculados os adimensionais de AE, dividindo-se os resultados obtidos
no tempo final pelos obtidos no tempo inicial. Os adimensionais T8/T0 da atividade
emulsificante O/A foram inferiores ou iguais a 1, ou seja, no houve aumento nas
atividades emulsificantes O/A como resultado do crescimento fingico. Com relagio
as atividades emulsificantes A /O, adimensionais de 29,9 e 30,4 foram obtidos nos ex-
perimentos 1 (Farelo de trigo sem adi¢io de ureia) e 2 (Farelo de soja sem adigdo de
ureia), respectivamente.

Tabela 3. Atividades emulsificantes 6leo em agua (O/A) e dgua em dleo (A /O) obtidas

no estudo da influéncia da concentragio de fonte de nitrogénio e do tipo de farelo, sobre
a produgdo de biossurfactantes pelo Aspergillus flavus

Tipo de . " "
Exp. farelo [Ureia] AEq 4 (UE) AE,, (UE)
X, X, Inicio 8 dias Inicio 8 dias

FT (1) 0% (1) 551+£036 3,07+08 541+£022 162,20 &+ 4,38
FS(+1) 0% (1) 4644026 4864013 5454011 165,86 % 12,58
FT (1) 1% (+1) 3274075 3,604£0,17 110,514+096 165,47 + 0,87
FS(+1) 1% (+1) 3,944+039 3,88+089 81,58+16,68 167,18 +9,12

B R S R

FT: farelo de trigo; FS: farelo de soja; AE: atividade emulsificante; O/A: 6leo em agua; A/O: dgua em
6leo; [ureia]: concentragio de ureia *Resultados médiatdesvio padrio

A tabela 4 apresenta os efeitos estimados das variaveis tipo de farelo e concentra-
¢do de ureia sobre as atividades emulsificantes 6leo em agua (O/A) e agua em dleo
(A/O). Ambas variaveis apresentaram efeito negativo e significativo (p<0,05) sobre
a AE O/A, entretanto, para a AE A/O observou-se que somente o tipo de farelo
apresentou efeito negativo significativo (p<0,05), ou seja, o farelo de trigo apresentou
melhores resultados comparados com o farelo de soja, sem a necessidade de adi¢io de
ureia como fonte de nitrogénio. Zinjarde e Pant [36] avaliaram a produgio de biossur-
factante por Y. lipolytica frente a diferentes fontes de nitrogénio: sulfato de aménio,
cloreto de amdnio, ureia, e nitrato de sédio. Os resultados mostraram que o sulfato
de amonio e cloreto de amdnio foram as fontes que proporcionaram maior atividade
emulsificante, enquanto que esta atividade foi reduzida em 50% quando se utilizou
nitrato de amonio e ureia.

Segundo estudos relatados na literatura[21, 37, 38], a limitagdo de nutrientes oca-

siona diminui¢io no crescimento microbiano, mas na presenga da fonte de carbono,
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este continua sendo transportado as células para a biossintese de lipidios. Os produtos
finais formados podem ser lipidios, polissacarideos e polimeros de estocagem como o
poli-hidroxibutirato. Os nutrientes limitantes podem ser o nitrogénio, ferro, magné-
sio e fosforo [37, 38]. Este comportamento, de maior produgio de biossurfactantes
na limitagdo de nitrogénio, foi observado no presente trabalho. O farelo de soja apre-
senta cerca de 44,86% de proteinas, respectivamente, em comparagio com 18,85% de
proteina no farelo de trigo. As maiores concentragdes de proteina no farelo de soja
representam maior disponibilidade de fontes de nitrogénio oriundas do substrato, o
que pode limitar a produgio dos biossurfactantes, como explicado anteriormente. O
farelo de trigo é um subproduto do processo de produgdo de farinha branca, apre-
sentando de proteinas e carboidratos, o que o torna um étimo substrato para fungos
na fermentagio em estado sélido [39]. A utilizagdo deste farelo como substrato para
produgio de biossurfactante é uma possibilidade atrativa, ja que a matéria-prima é de
facil obtengdo e baixo custo, possibilitando a obten¢do de um produto de alto valor
agregado.

Tabela 4. Efeitos estimados das varidveis do segundo delineamento fatorial completo 22
sobre os adimensionais das atividades emulsificantes O /A e A /O

AE, AE,
Fonte de Efeitos Efeitos
Variagio Estimados P Estimados
Média 0,959815  0,000014 15,1336 0,000000

Tipo farelo (X;) -0,300638  0,016069  -27,3180  0,000000
[ureia] (X,) -0,411724  0,005384 0,1096 0,411300
X;xX, -0,026603  0,740963 0,0371 0,771814

AE: atividade emulsificante; O/A: 6leo em agua; A/O: dgua em dleo; p: nivel de significincia.

Na terceira etapa do trabalho, estudou-se a influéncia do percentual de casca de
arroz adicionado no meio basal, a qual possui a fun¢io de aumentar a porosidade do
meio, condigdo importante para possibilitar maior aeragdo do cultivo. Utilizou-se
um DFC 22, com trés pontos centrais, sendo o erro experimental calculado a partir
dos pontos centrais e ndo das duplicatas dos experimentos. Como ambas variaveis
utilizadas foram quantitativas, os pontos centrais possuem a fungio de avaliar a pre-

senga de curvatura no modelo, além de permitirem a estimativa do erro experimental
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com um numero menor de experimentos. Em fung¢fo de no delineamento anterior
terem sido obtidos bons resultados na auséncia da fonte de nitrogénio, optou-se por

estudar a influéncia da concentragio de indutor (6leo de soja).

No terceiro DFC 22, as maiores atividades emulsificantes O/A foram obtidas nos
experimentos 5 (5,3241,50 UE) e 6 (5,43+0,43UE), utilizando 20% de cascade arroz e
3% de 6leo de soja (%p/p) (tabela 5). Com relagdo as atividades emulsificantes A /O as
maiores atividades foram obtidas nos experimentos 3 (193,34+14,51 UE) utilizando
15% de casca de arroz e 2% de 6leo de soja e 7 (171,40410,42) com 20% de casca de

arroz e 3% de 6leo de soja.

A analise de variancia do adimensional da atividade emulsificante O/A (tabela 6)
considerando-se os tempos iniciais e final de fermentagio demonstrou que as variaveis
casca de arroz e concentragio de 6leo de soja ndo foram significativas (p>0,05) sobre

esta resposta.

Figura 1. Superficie de resposta do adimensional (ADM) da atividade emulsificante dguna
em 6leo (AE ) em funcio da concentragio de dleo de soja e do percentual de casa de
arroz
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A anailise dos efeitos estimados das variaveis sobre os resultados de atividade emul-
sificante A /O (Tabela 6) demonstrou que o efeito do dleo de soja foi positivo (5,5745)
e significativo (p<0,05), ou seja, a atividade emulsificante aumentou ao passar do nivel
inferior para o nivel superior. A intera¢io entre as variaveis casca de arroz e dleo de
soja (-4,7422) apresentou efeito significativo e negativo, conforme tabela 6. Como a
interagdo das variaveis apresentou efeito significativo (p=0,023) esta deve ser avaliada
em detrimento dos fatores individuais, como mostrado na figura 1, que apresenta a
superficie de resposta do adimensional da atividade emulsificante agua em 6leo em
fung¢do do percentual de casca de arroz e da concentragio de dleo de soja no meio de
cultivo. Pode-se inferir que as maiores AE A /O foram obtidas no nivel superior da
concentragio de dleo de soja (4%) e utilizando-se 15% de casca de arroz como com-

ponente do meio.

Tabela 5. Atividades emulsificantes éleo em agua (O/A) e dgua em dleo (A /O) obtidas
no estudo da influéncia da proporcio de casca de arroz: farelo de trigo, e concentragio de
dleo de soja sobre a producio de biossurfactantes pelo Aspergillus flavus

Proporg¢io AE,,, (UE)* AE, , (UE)*
Exp. casca (X,) COS (X,) Inicio / 6 dias Inicio / 6 dias
1 -1 (15%) -1 (2%) 2,404+ 0,54 3,96+ 1,85 5,63 4+0,31 153,42+ 14,46
2 +1 (25%) 1 (4%) 2,74+ 1,59 3424+262 559+0,38 149,17 £9,09
3 -1 (15%) -1 (2%) 2,16 £0,25 5,10+ 0,66 5,16 0,19 193,34 £+ 14,51
4 +1 (25%) 1 (4%) 2914+0,52 4,204+3,02 5,694+0,83 158,32 £ 12,78
5 0 (20%) 0 (3%) 1,51+ 1,11 532+1,50 5,244+0,90 155,18 £ 18,70
6 0 (20%) 0 (3%) 1,60 £ 0,79 5,43 0,43 23 £0,87 152,66 + 8,64
7 0 (20%) 0 (3%) 0,90+0,42 2874145 496+0,17 171,40+ 10,42

AE: atividade emulsificante; O/A: leo em 4dgua; A/O: dgua em bleo; COS: concentragio de dleo de
soja; * Resultados de médiastdesvio padrio.

A diminuigio da fonte de nitrogénio, ocasionada pela substitui¢io do farelo de
soja pelo farelo de trigo, aliado ao aumento das concentragdes de dleo de soja adicio-
nado como indutor, ocasionou aumento nas atividades emulsificantes, e, portanto, da
produgio de biossurfactantes pelo A. flavus. Considerando-se os resultados de ativi-
dade emulsificante 4gua em 6leo, estas passaram de 79 UE para 193 UE, do primeiro
a0 terceiro delineamento experimental, com diminuig3o do tempo de fermentagio de

8 dias para 6 dias.
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Tabela 6. Efeitos estimados das varidveis do terceiro delineamento fatorial completo 22
sobre os adimensionais das atividades emulsificantes O/A e A /O

AEg ), AE, o
Fonte de Efeitos Efeitos
Variagio  Estimados P Estimados
Média 1,979 <0,001 32,120 0,000
Curvatura 2,845 0,022 1,004 0,714
[Casca] (X,) 0,508 0,471 -1,690 0,356
[OS] (X,) 0,214 0,758 5574 0,011
X;x X, -1,093 0,140 -4,742 0,023

AE: atividade emulsificante; O/A: 6leo em 4gua; A/O: dgua em dleo; p: nivel de significincia.

4 Conclusio

Este estudo demonstrou a possibilidade de manutengdo e aumento da atividade
emulsificante de Aspergillus flavus utilizando-se farelo de trigo e casca de arroz como
componentes do meio de cultivo. Demonstrou-se que é possivel a produgio de com-
postos emulsificantes sem a adigdo de fontes de nitrogénio e com a adigio de até 4% de
6leo de soja como indutor, sendo esta uma estratégia de facil proposi¢io que permite
a redugdo dos custos de produgio destes compostos. Além disso, a produgio destes
compostos por fungos filamentosos em fermentagdo em estado solido, devido a pos-
sibilidade de uso de residuos agroindustriais, € uma alternativa viavel para a produgio

de biossurfactantes.
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