IREBRAPA

Brazilian Journal of Food Research

Gean Pablo Silva Aguiar
g.pablo@hotmail.com

Departamento de Engenharia Quimica e
Engenharia de Alimentos, Universidade
Federal de Santa Catarina, Florianépolis,
Santa Catarina, Brasil.

Vilasia Guimaraes Martins
vilasiamartins@furg.br

Escola de Quimica e Alimentos,
Universidade Federal do Rio Grande, Rio
Grande, Rio Grande do Sul, Brasil.
https://orcid.org/0000-0003-1374-8053

Paola Chaves Martins

pah chaves@hotmail.com

Escola de Quimica e Alimentos,
Universidade Federal do Rio Grande, Rio
Grande, Rio Grande do Sul, Brasil.

Raphael Aparecido Boschero
r.boschero@yahoo.com.br

Escola de Quimica e Alimentos,
Universidade Federal do Rio Grande, Rio
Grande, Rio Grande do Sul, Brasil.

Carlos Prentice-Hernandez
dgmprent@furg.br

Escola de Quimica e Alimentos,
Universidade Federal do Rio Grande, Rio
Grande, Rio Grande do Sul, Brasil.

Péagina | 117

Brazilian Journal of Food Research

ISSN: 2448-3184

https://periodicos.utfpr.edu.br/rebrapa

Produc¢ao de biossurfactantes a partir de
diferentes residuos agroindustriais

RESUMO

Biossurfactantes sdao substancias tensoativas com inUmeras aplicagdes. A produgdo de
biossurfactantes a partir de 5, 10 e 15% de soro de queijo foi realizada por Bacillus subtilis
e Corynebacterium aquaticum na concentragao de 2% e meio mineral minimo. O cultivo
foi realizado a 200 rpm, 30 °C por 48 h. Para os residuos de corvina (Micropogonias
furnieri) foram realizados 2 planejamentos experimentais fatoriais 3%, onde foram
avaliadas a influéncia dos micro-organismos (2%) e a concentra¢do de pescado 0,83, 1,66
e 2,50%. Um dos planejamentos foi realizado em biorreatores com chicanas e sem
chicanas. As condi¢Ges de cultivo foram, agitacdo de 200 rpm, 30 °C por 72 h. Os cultivos
que utilizaram o soro de queijo como substrato obtiveram baixa redugdo da tensdo
superficial. Nos cultivos com residuos de pescado houve redugdo da tensdo superficial
para valores préximos de 24 mN.m™ nos biorreatores com chicanas e 27 mN.m™ para os
sem chicanas. O melhor resultado foi obtido nos biorreatotes com chicanas onde foi
utilizada a concentracdo de 0,83% de pescado e o micro-organismo Corynebacterium
aquaticum, obtendo 23,74 mN.m™ de tens3o superficial, sendo o valor obtido menor do
que valor do biossurfactante mais referenciado na literatura, a Surfactina, que possui
tensdo de 27 mN.m™.

PALAVRAS-CHAVE: Atividade emulsificante; Residuos de corvina; Soro de queijo; Tensdao
superficial.

Brazilian Journal of Food Research, Campo Mouréo, v. 9 n. 2, p. 117-135, abr./jun. 2018.


https://periodicos.utfpr.edu.br/rebrapa
mailto:vilasiamartins@furg.br
https://orcid.org/0000-0003-1374-8053

FRREBRAPA

Pagina | 118

INTRODUCAO

Os biossurfactantes sdo compostos constituidos por moléculas que contém
porcdes hidrofébicas e hidrofilicas que, através de seu acumulo nas interfaces
entre fases fluidas com diferentes graus de polaridade, reduzem as tensdes
superficial e interfacial, consequentemente ocorre um aumento da drea
superficial de compostos insolluveis, permitindo o aumento da mobilidade,
biodisponibilidade e subsequente biodegradacdo. Os surfactantes bioldgicos
possuem baixa toxicidade e alta biodegrabilidade (BANAT et al. 2000), com
possibilidade de producdo a partir de fontes renovaveis (MANI et al.,, 2016).
Sobre estes também podemos dizer que apresentam as mesmas propriedades
dos surfactantes quimicos, tais como, capacidade de emulsificacdo, agente
molhante, lubrificante, dispersante e solubilizante de fases (DESAI e BANAT,
1997), sendo sua aceitabilidade ecoldgica a vantagem mais importante sobre os
surfactantes quimicos (HABA et al., 2000).

Segundo BARROS et al. (2007) e PACWA-PLOCINICZAK et al. (2011) o
problema econ6mico da producdo de biossurfactantes pode ser
significativamente reduzido através do uso de fontes alternativas de nutrientes,
facilmente disponiveis e de baixo custo. Podemos assim utilizar os co-produtos
provenientes das industrias de alimentos como meio de cultura para micro-
organismos produtores de biossurfactantes, visto que os residuos gerados pela
indUstria de alimentos sdo hoje considerados uma fonte barata de componentes
valiosos quando utilizados tecnologias de aproveitamento do mesmo
(GALANAKIS, 2012; RAVINDRAN et al., 2016), sabe que a produgdo de residuos
agroindustrial abrange todo o clico de vida do alimentos: desde a agricultura,
fabricacdo e processamento industrial, varejo e consumo doméstico (MIRABELLA
et al.,, 2014) deste modo ha bastante material para utilizacdo como fonte
alternativa de nutrientes.

A corvina é uma das espécies de pescado de maior captura do litoral do
Atlantico Sul, representando em torno de 24,02% do desembarque total de
pescado no Estado de Rio Grande do Sul, ao que podemos perceber que ha
grande geracao de residuos deste pescado, ja que do processamento do mesmo
cerca de 64% é considerado residuo (BRASIL, 2005).

O soro de queijo apresenta uma produgdo mundial estimada em valores
acima de 80x10° L/ano. No Brasil, a producdo estd estimada em torno de 450.000
T/ano (RICHARDS, 2002). Porém, o soro do leite é pouco aproveitado no setor
tecnoldgico alimenticio, apesar do fato de que sua producdo pode chegar até
nove vezes a quantidade de matéria comercial produzida (queijo, iogurte, entre
outros). Portanto, o soro tem contribuicdo significativa no efluente final da
indUstria de laticinios tanto em termos quantitativos, quanto qualitativos
(MAGANHA, 2006).

Por fim, visando tanto o aspecto ambiental como o econémico, o objetivo do
trabalho foi utilizar o soro de queijo e residuos de pescado como fonte de
carbono para a producgdo de biossurfactantes.
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MATERIAIS E METODOS

COLETA DAS AMOSTRAS

As matérias-primas utilizadas para produgdo dos biossurfactantes foram:
soro de queijo e residuos de pescado. O soro de queijo foi proveniente da
industria de laticinios Pomerano, localizada na cidade de Sdo Lourengo do Sul, no
estado do Rio Grande do Sul, Brasil. O soro utilizado foi coletado do processo de
gueijo prato, neste havia agua da lavagem do queijo misturada com soro
proveniente do processo. O residuo em questdo foi coletado em frascos pldsticos
e armazenado na planta de processamento do Laboratério de Tecnologia de
Alimentos (FURG), e congelado a -20 °C, para uso posterior.

A corvina (Micropogonias furnieri) foi adquirida no mercado publico da
cidade de Rio Grande, RS, e levado em caixas de isopor com gelo até a planta de
processamento do Laboratério de Tecnologia de Alimentos — FURG, local onde foi
executada a filetagem da corvina. O residuo entdo foi constituido de cabeca,
visceras, pele, ossos, escamas, entre outros. Com a finalidade de obter uma
homogeneizacdo destes residuos, os mesmos passaram por uma despolpadeira.
Para o processo fermentativo os residuos foram diluidos em agua destilada
esterilizada na proporgdo de 1:5 (pescado:agua).

Os residuos agroindustriais em questdo foram utilizados como fonte de
carbono e nitrogénio para a produgdo de surfactante bioldgico.

CARACTERIZAGAO DA MATERIA-PRIMA

Para determinar a composicdo proximal dos residuos foram realizadas
andlises de proteina, lipidios, umidade e cinzas, de acordo com a metodologia
recomendada pela AOAC (1995), e os carboidratos foram determinados por
diferenga. A quantificacdo de lactose do soro de queijo foi realizada segundo
metodologia de Gongalves (2009).

PROPAGAGAO DOS MICRO-ORGANISMOS

Para a producdao dos biossurfactantes foram utilizadas, as bactérias,
Bacillus subtilis e Corynebacterium aquaticum. Estes foram mantidos e
propagados em meio Plate Count Agar. O crescimento dos micro-organismos
ocorreu em frascos de Roux a 35 °C por um periodo de 48 h. Posteriormente ao
processo de propaga¢do, os micro-organismos foram mantidos refrigerados a 4
°C até sua utilizagao.

PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTES A PARTIR DO SORO DE QUEIIO

A producdo de biossurfactantes a partir de soro de queijo foi realizado por
cultivo submerso por 48 h, em Erlenmeyers de 500 mL a 200 rpm e 30 2C. O meio
de cultivo foi composto por: meio mineral minimo e uma fonte de carbono (soro
de queijo). A composicdo do meio mineral foi: 4 g NH4sNOs; 4,0822 g KH,POy;
0,0008 g CaCly; 10,7182 g Na;HPO4; 0,1971 g MgS04; 0,0011 g FeSO4 e 0,0015 g
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EDTA em 1 L de dagua destilada (COOPER et al., 1987). Nesta etapa foram
utilizadas concentragdes de 5%, 10% e 15% de soro de queijo, os micro-
organismos Bacillus subtilis e Corynebacterium aquaticum, na concentracao de
2% e o pH inicial do meio foi 7,0 (Tabela 1).

Tabela 1. Ensaios realizados para soro de queijo.

Ensaios Soro de queijo (%) Micro-organismo
1 5 Bacillus subtilis
2 10 Bacillus subtilis
3 15 Bacillus subtilis
4 5 Corynebacterium aquaticum
5 10 Corynebacterium aquaticum
6 15 Corynebacterium aquaticum

PRODUGCAO DE BIOSSURFACTANTE A PARTIR DE RESIDUOS DE CORVINA

A produgdo dos biossurfactantes a partir dos residuos de pescado foi
realizada em cultivo submerso por 72 h, em Erlenmeyers de 500 mL a 200 rpm e
30 °C. Nesta etapa, foram realizados dois planejamentos experimentais que se
encontram descritos na Tabela 2.

Tabela 2. Planejamento experimental 32 dos ensaios utilizados biorreatores sem chicanas
e com chicanas.

Nivel
-1 0] 1
Residuos de pescado (X1) 0,83% 1,66% 2,50%
. . Bacillus Bacillus subtilis + Corynebacterium
Micro-organismo (X2) .. . . .
subtilis Corynebacterium aquaticum aquaticum

Pagina | 120

O meio de cultivo foi composto por: meio mineral minimo e residuos de
corvina. A composi¢ao do meio mineral foi: 4 g de NH4NO3; 4,0822 g de KH,POg;
0,0008 g de CaCly; 10,7182 g de Na;HPOs; 0,1971 g de MgS0.; 0,0011 g de FeSO4
e 0,0015 g de EDTA em 1 L (COOPER et al., 1987). Os micro-organismos foram
utilizados na concentracgdo de 2% (v/v) e o pH inicial do meio foi 7,0.

ATIVIDADE EMULSIFICANTE

A atividade emulsificante do meio foi analisada através da utilizacdo de 3,5
mL de extrato e 2 mL de éleo de soja. Essa mistura foi para um agitador vortex a
700 rpm por 1 min. Apds 24 h de repouso, foi realizada a leitura dos dados da
relagdo entre a altura total do dleo e a altura do dleo emulsificado,
caracterizando a atividade emulsificante agua/dleo (BRODERICK e COONEY,
1982).
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TENSAO SUPERFICIAL

A tensdo superficial foi determinada por um tensiémetro (Kruss Processor
Tensiometer K-9, Alemanha) através da utilizagdo do método do anel Du Nouy
(COSTA et al., 2006; RODRIGUES et al., 2006).

Antes de medir a tensdo superficial, o meio de cultivo foi centrifugado a
6067 G por 15min. Quando os biossurfactantes estavam liofilizados, estes foram
dissolvidos em meio liquido e entdo, realizada a medicao da tensdo superficial.

DETERMINACAO DO pH

A determinacao do pH das amostras foi realizada diretamente em pHmetro
digital da QUIMIS, modelo Q400AS.

LIOFILIZACAO

Somente foi liofilizado o ensaio que apresentou maior reducdo da tensao
superficial. A secagem dos biossurfactantes foi realizada em liofilizador de
bandeja, modelo L108 da marca Liotop, no qual 1 L de biossurfactante foi
transferido para 5 bandejas do liofilizador, cerca de 200 mL em cada bandeja, e
armazenada por 48 h em ultrafreezer (-86 °C). Apds, as bandejas foram colocadas
no liofilizador e permaneceram por 48 h a -55 °C sobre pressdo de 100 pHg. Ao
término do processo de liofilizacdo, foi calculado o rendimento do processo. Apds
a liofilizagdo os biossurfactantes foram diluidos em &gua destilada nas
proporg¢des de 1:1, 1:5, 1:10, 1:100, 1:1000, e entdo, avaliados em cada diluicdo a
tensdo superficial e atividade emulsificante.

RESULTADOS E DISCUSSOES

PRODUGAO DE BIOSSURFACTANTES A PARTIR DO SORO DE QUEIO

Como pode ser observado pela tabela 3, o soro de queijo possui alto teor de
umidade sendo este proximo a 97%, este valor elevado é em decorréncia da dgua
de lavagem do queijo ter sido misturada ao soro obtido no processamento.
Consequentemente, este apresenta baixos teores de cinzas, lipideos, lactose e
proteinas. Os valores determinados por alguns autores, OLIVEIRA (1986); LINDEN
e LORIENT (1996); TRONCO (1997); KAR e MISRA (1999); FARRO e VIOTTO (2003)
demonstraram que para o soro de queijo foram encontrados valores de 93% de
umidade, 1,59% de cinzas, 0,78% de proteinas, 0,43% de Lipideos e 4,90% de
lactose.

Tabela 3. Resultados da composi¢do do soro de queijo.

Composigao (%) (%)
Umidade 96,91 + 0,04
Cinzas 1,02+0,14
Proteinas 0,06 + 0,02
Lipideos 1,64 + 0,02
Lactose 1,25+0,03
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Segundo SCINGOETHE et al. (1980) a composicdo do soro é varidvel e pode
ser afetada pela variedade de queijo produzido, métodos empregados para
producdo, tratamento térmico do leite, manipulacdo e outros fatores como
época do ano da obtencado do leite, entre outros.

Conhecer a composicao da matéria prima utilizada como substrato é
importante, pois a partir desta é que teremos informacgbes sobre a composicao
de nutrientes que sdo necessarios para que 0os microrganismos possam sintetizar
os bioprodutos desejados.

A tabela 4 apresenta os valores de tensdo superficial obtido durante o
processo fermentativo.

Tabela 4. Determinacdo da tensdo superficial durante o processo fermentativo.

Ensaios Tensdo Oh (mN.m?) Tensdo 24 h (mN.m?) Tens3o 48 h (mN.m™?)
1 40,90 + 0,81 39,60+ 1,20 39,40 + 0,25
2 40,30+ 1,21 38,73+0,51 38,20+ 0,32
3 39,50+0,35 40,60 + 0,45 40,30 + 0,60
4 42,80 + 0,65 43,10 + 0,35 42,90 + 0,68
5 40,60 + 0,75 38,84 + 0,36 38,69 +0,35
6 41,00+ 0,35 41,70+ 1,25 38,40 + 0,50

Os dados de tensdo superficial obtidos durante a producdo de
biossurfactantes a partir do soro de queijo em biorreatores sem chicanas
apresentaram diferenca das tensdes iniciais para finais em torno de 2 mN.m,
mostrando uma pequena diminuicdo da tensdo (Tabela 4). Os valores finais
obtidos de tensdo nao sao satisfatdrios, pois um valor de tensao superficial de
interesse seria inferior ou préximo a 30 mN.m™. Os fatores que possivelmente
contribuiram para que ndo houvesse uma reducgdo significativa do valor inicial
para os valores finais de tensdo provavelmente foram, as fontes de carbono e
nitrogénio da matéria prima, pois a quantidade destes compostos estava muito
reduzida no meio de cultivo. Segundo BANAT et al. (2000), fatores que afetam a
producdo de biossurfactantes sdo: a natureza das fontes de carbono e nitrogénio
utilizadas, presenca de fdsforo, ferro, manganés, magnésio no meio de producdo
e micro-organismos utilizados. Além disso, outros fatores, como pH, temperatura
e agitacdo, também sdo importantes.

Ainda referente a fonte de carbono, possivelmente, os micro-organismos
nao conseguiram sintetizar de forma independente as porg¢des hidrofébicas e
hidrofilicas das moléculas de biossurfactantes devido a sintese da porgdo
hidrofébica ser dependente do substrato (soro de queijo), sendo necessaria a
presenga de uma fonte de carbono altamente hidrofébica no meio (PINTO et al.,
2009).

Segundo KIRAN et al. (2010) o principal problema relacionado ao uso de
fontes/substrato alternativos como meio de cultura é encontrar um residuo com
o equilibrio certo de nutrientes que permite o crescimento celular e o acumulo
do bioproduto.

Pagina | 122 PINTO et al. (2009) trabalharam com os mesmos micro-organismos utilizados
neste trabalho. Porém, a fonte de carbono utilizada foi a glicose em 72 h de
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fermentagdo. Assim, estes obtiveram valores de tensdo final para
Corynebacterium aquaticum de 28,8 mN m™ e para Bacillus subtilis o valor foi de
58,7 mN.m™, Estes valores mostram o quanto a producdo de biossurfactantes é
dependente dos micro-organismos e dos substratos utilizados.

Antes da adicdo do soro de queijo ao meio mineral a tensdo média do meio
estava em torno de 60 mN.m™. Quando adicionado o soro de queijo este valor
baixou para tensdes entre 40-44 mN.m™. O soro de queijo utilizado possuia valor
de tensdo superficial de 43,74 mN.m™. Segundo MAPA (2003), o baixo valor de
tensao superficial deve-se ao efeito exercido pelos lipideos, quanto maior teor de
lipideos menor a tensdo superficial. Além disso, a liberacdo de dacidos graxos
oriundos da hidrélise dos glicerideos faz com que a tensdao também diminua.

PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTES A PARTIR DOS RESIDUOS DE CORVINA
(Micropogonias furnieri)

Avaliando a composicdo proximal da corvina (Tabela 5), os teores obtidos
de proteinas e gordura da corvina, foram possiveis classificar a espécie estudada
como concentragdo intermedidria em proteina (15-20%), e baixo contelddo de
gordura (<5%), conforme classificacdo de STANSBY, reportado por CONTRERAS
(1994) (Tabela 5). A corvina de acordo com YEANNES e ALMANDOS (2003) pode
sofrer variacdo na sua composicao conforme os tecidos, sexo, idade do pescado e
estacdo do ano que foi capturada.

Tabela 5. Composicdo proximal dos residuos de corvina (Micropogonias

furnieri).
Composicao (V4]
Umidade 73,92 +0,47
Cinzas 2,38+0,48
Proteinas 18,97 + 3,25
Lipideos 4,49 + 0,47
Carboidratos 0,24

Os residuos de pescado apresentam uma composi¢cao, com maiores teores
de proteinas e lipideos quando comparados com o soro de queijo. A composi¢ao
da matéria prima em um processo fermentativo é de fundamental importancia
para a produgao dos compostos de interesse.

PRODUGAO DE BIOSSURFACTANTES A PARTIR DE RESIDUOS DE PESCADO EM
BIORREATORES SEM CHICANAS

Os valores de atividade emulsificante agua em dleo apds de 72 h variam de
38-44% (Tabela 6), sendo considerados valores abaixo do ideal, pois segundo
BATISTA (2006) além dos biossurfactantes possuirem a capacidade de reduzir a
tensdao para valores abaixo de 40 mN.m-1, estes devem ter a capacidade de
estabilizar a emulsao mantendo pelo menos 50% do volume da emulsao original
apds 24 h da sua formacdo. Porém, segundo PEIXOTO (2007) que utilizou 25
isolados de P. aeruginosa cultivado em meio mineral utilizando como fonte de
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carbono glicose e 6leo de soja, embora tenha comprovado que haja evidéncias da
producdo de biossurfactantes por determinacdo da tensdo superficial, o
tensoativo produzido apresentou baixa atividade emulsificante chegando
proximo de 0% e em alguns ensaios nem chegou a apresentar atividade
emulsificante, apesar de apresentar a propriedade de reducdo da tensdo
superficial.

Tabela 6. Resultados da atividade emulsificante para os experimentos em biorreator sem

chicanas.

Ensaios X1 X2 AEw/0(%) (0 h) AEw/0(%) (24 h) AEw/0(%) (48 h) AEw/0(%) (72 h)
1 -1 -1 50,05 52,08 41,63 40,33
2 0 -1 56,37 54,99 39,21 42,08
3 +1 -1 60,07 52,91 41,63 43,78
4 -1 0 33,42 33,94 37,16 36,74
5 0 0 35,77 42,42 33,02 39,11
6 +1 0 36,05 36,96 35,04 38,49
7 -1 +1 46,75 55,81 39,14 43,88
8 0 +1 36,16 33,27 41,48 37,56
9 +1 +1 41,68 38,40 36,10 42,45

NOTA: Xi= % Pescado; X,= micro-organismo; AEws= Atividade emulsificante
(dgua/édleo).

Neste sentido, pode-se levar em consideragdo as contribuicdes de CHEN et
al. (2007) que em seus estudos reportaram a existéncia de biossurfactantes que
podem estabilizar (emulsificantes) e outros que podem desestabilizar
(desemulsificantes) as emulsdes, o que poderia justificar em parte o fato das
baixas atividades emulsificantes encontradas.

Além disto, SINGH et al. (2007) relataram que vdrios fatores podem
influenciar na estabilidade da emulsdo, tais como viscosidade, razdo entre os
volumes do liquido e do hidrocarboneto, temperatura ambiente, pH, tipo de
agente emulsificante presente na amostra, diferencas de densidade do liquido e
tempo de agitacao.

Pode observar pelo grafico de Pareto (Figura 1) que nenhum fator
influenciou a atividade emulsificante dgua/dleo significativamente (p<0,05).
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Brazilian Journal of Food Research, Campo Mourao, v. 9 n. 2, p. 117-135, abr./jun. 2018.



FRREBRAPA

Brazilian Journal of Food Research

(1)Pescado(L) 5129712

(2)M.O(L) -,312953

p=,05
Efeito Estimado (valor absoluto)

Figura 1. Grafico de Pareto que demostra o efeito dos parametros do processo em relagdo a
atividade emulsificante.

Em relagdo a tensdo superficial a maioria dos resultados das tensdes
apresentaram valores abaixo de 30 mN.m™ nas ultimas 48 h de fermentacdo
(Tabela 7). Estes resultados sdo bastante interessantes, ja que é considerado um
biossurfactante aquele que consegue reduzir a tensdo superficial para cerca de
30 mN.m™. O ensaio 8 foi 0 que obteve a maior reducdo da tensdo superficial
inicial, reduzindo a mesma em 10,56 mN.m™. O ensaio 8 utilizou concentracdo de
1,66% de residuo de corvina e a bactéria Corynebacterium aquaticum.

Tabela 7. Resultados da tensao superficial para os experimentos dos ensaios realizando
em biorreatores sem chicanas.

TensaoOh Tensdao24h Tensio48h Tensdo72h

Ensaios X1

(mN.m?) (mN.m?) (mN.m?) (mN.m?)
1 -1 -1 40,11 37,00 32,11 35,75
2 0 -1 40,28 33,81 29,73 29,81
3 +1 -1 38,30 33,88 31,76 28,73
4 -1 0 35,56 29,89 26,59 29,75
5 0 0 35,78 37,20 24,28 27,89
6 +1 0 35,60 30,68 28,25 25,68
7 -1 +1 38,90 36,02 36,08 34,53
8 0 +1 38,17 42,76 29,69 27,61
9 +1 +1 35,38 29,61 30,51 28,37

NOTA: X1= % Pescado; X2= micro-organismo
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Queiroga et al. (2003) utilizando Bacillus subtilis em fermentacdo submersa e
como fonte de carbono petréleo bruto, obteve tensdo final de 25,7 mN.m™.
PINTO et al. (2009) utilizando a Corynebacterium aquaticum e como fonte de
carbono glicose obtiveram uma tensdo superficial de 28,8 mN.m™.

Avaliando o planejamento estatisticamente, foi observado pelo grafico de
Pareto (Figura 2) que somente um fator influenciou a tensdo superficial
significativamente (p<0,05), que o foi o pescado (L), tendo este efeito negativo,
portanto, quanto maior a quantidade de pescado menor a tensdo superficial
(Figura 2).

Em relagdo ao pH, o mesmo apresentou pequenas oscilagdes durante o
processo fermentativo. Todos os ensaios iniciaram com pH 7,00 e durante o
processo houve pequenos acréscimos do pH, sendo que ensaio que obteve maior
variagao foi o 6 onde o pH final foi de 7,50.

PLANEJAMENTO COM BIORREATORES COM CHICANAS

Na tabela 8 se encontra o resultado de atividade emulsificante agua em éleo
obtidos nos biorreatores com chicanas.

Em relacdo a atividade emulsificante dgua em d6leo apds 72 h pode ser
observado que variaram de 36-45%, sendo considerados valores abaixo do ideal
(Tabela 8). Ocorreu 0 mesmo nos ensaios com biorreatores sem chicanas no qual
os valores de atividade emulsificantes ficaram proximos de 40%. BUENO et al,
(2010) utilizando Bacillus subtilis e Bacillus pumilis em substrato com éleo diesel,
obtiveram apds 72h fermentacdo 11,11% de atividade emulsificante para Bacillus
subtilis e 44,40% para o Bacillus pumilis.

AGUIAR et al. (2015) no estudo de producgdo de biossurfactante utilizando
residuo de pescado e os micro-organismo Bacillus subtilis e Corynebacterium
aquaticum, verificou que houve redugdo da atividade emulsificante durante o
processo, obtendo valores entre 37-42 %, portanto obtendo valores préximos
deste trabalho.

Avaliando estatisticamente os resultados, somente a varidvel pescado dois
fatores apresentou influéncia significativa (p>0,05) na atividade emulsificante
dgua/dleo, sendo este pescado (L).

O pescado (L) obteve efeito negativo, mostrando que o aumento da
concentracao de pescado diminui a atividade emulsificante (Figura 3).

A tabela 9 apresenta os resultados das tensGes superficiais para os ensaios
com biorreatores com chicanas, podemos observar que a maior reducdo da
tens3o superficial foi no ensaio 7, o qual reduziu a tensdo inicial em 15,66 mN.m?
obtendo uma tens3o final de 23,74 mN.m™. O ensaio 7 foi realizado utilizando
0,83% de pescado e a bactéria Corynebacterium aquaticum (Tabela 9).

BUENO et al. (2010) utilizando Bacillus subtilis e Bacillus Pumilis, e como
fonte de carbono: glicose, frutose, sacarose manitol e caldo de cana, obtiveram
ap6s 72 h de fermentacdo, um valor médio de 54,00 mN.m para todos os
ensaios. Todos os resultados obtidos, neste estudo, para Bacillus subitilis foram
menores, mostrando que este micro-organismo se adaptou melhor ao substrato
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com pescado, conseguindo produzir biossurfactantes com tensdes superficiais
mais baixas. Os valores de tensdo superficial foram mais baixo que obtido por
LUNA et al. (2015) onde estudou producgdo de biossurfactante com diferentes
residuos agroindustrial utilizando Candida sphaerica obtendo valores mais altos
de tens3o superficial em torno de 27 mN.m™.

Pelo grafico de Pareto (figura 4) observar-se que nenhum dos fatores
influenciou a tensdo superficial significativamente (p<0,05).

...

.. % Z ] |

//
/ ///

_

(1 )Pescado(L

~

2)M.O(L) -,644386

p=, 05
Efeito Estimado (valor absoluto)

Figura 2. Grafico de Pareto que demostra o efeito dos parametros do processo em
relagdo a tensdo superficial.

Tabela 8. Resultados da atividade emulsificante utilizando biorreator com chicanas.
AEy/o (%) AEw/0 (%) AEy/0 (%) AEw/0 (%)

ENsalos X X2 (0 h) (24 h) (48 h) (72 h)
1 -1 -1 45,53 54,85 37,85 42,30
2 0 -1 51,44 54,24 41,18 45,01
3 +1 -1 39,39 29,51 38,94 39,31
4 -1 0 40,20 34,89 37,69 41,65
5 0 0 37,98 38,52 44,76 40,51
6 +1 0 37,10 33,90 36,10 35,82
7 -1 +1 41,35 36,73 44,31 39,86
8 0 +1 42,42 26,96 40,47 39,65
9 +1 +1 40,72 40,62 37,16 36,16

NOTA: X1= % Pescado; X2= micro-organismo; AEw/o= Atividade emulsificante (dgua/dleo).
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Figura 3. Grafico de Pareto que demostra o efeito dos parametros do processo em
relacdo a atividade emulsificante obtidos com biorreator com chicanas.

Tabela 9. Resultados da Tensdo para os experimentos em biorreator com chicanas.
Tensao0Oh Tensdao24h Tensao48h Tensdo72h

Ensaios (mN.m?) (mN.m?) (mN.m?) (mN.m?)
1 -1 -1 40,16 39,06 39,93 39,51
2 0 -1 39,05 39,15 38,64 37,86
3 +1 -1 38,53 38,46 29,43 23,68
4 -1 0 39,53 42,11 29,69 25,52
5 0 0 36,33 34,43 28,92 30,91
6 +1 0 35,46 32,16 29,40 29,71
7 -1 +1 39,40 40,53 30,00 23,74
8 0 +1 38,86 42,83 29,73 27,13
9 +1 +1 38,99 44,16 35,20 23,36

NOTA: X1= % Pescado; X2= micro-organismo

Comparando os resultados dos ensaios em biorreatores com chicanas e sem
chicanas pode-se verificar que os biossurfactantes produzidos por ambos
apresentaram atividade emulsificante préoxima de 40%, portanto, os diferentes
biorreatores nao influenciaram esta propriedade. Em rela¢do a tensao superficial,
0s ensaios que utilizou os biorreatores com chicanas apresentaram menores
valores, provavelmente devido a maior turbuléncia e consequentemente maior
aeragdo provocada pelas chicanas, o que acaba por proporcionar uma maior
producdo dos biossurfactantes. Segundo SCHMIDELL (2001) a aeragdo e agitagdo
sdo dois fatores importantes que influenciam a producdo de biossurfactantes,
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pois facilitam a transferéncia de oxigénio da fase gasosa para a fase aquosa e isso
faz com que aumente a producao.

_

-,973307

@)M.O(L

~

(1)Pescado(L)

.

p=,05

Efeitos estimados (valor absoluto)

Figura 4. Grafico de Pareto que demostra o efeito dos parametros do processo em
relagdo a tensdo superficial em biorreator com chicanas.

LIOFILIZACAO

Os biossurfactantes produzidos no ensaio 8 do planejamento que utilizou os
biorreatores com chicanas foram liofilizados. O ensaio 8 utilizou 0,83% de
pescado como substrato e o micro-organismo Corynebacterium aquaticum. Foi
liofilizado 1 L do cultivo de biossurfactantes obteve cerca de 19,51 g de produto
liofilizado. Apds a liofilizagdo, os biossurfactantes foram diluidos em 3gua
destilada esterilizada a fim de verificar se o mesmo retornaria a ter a mesma
caracteristica dos biossurfactantes antes de ser liofilizado (Tabela 10).

Tabela 10. Tensdo superficial e atividade emulsificante do biossurfactante liofilizado.

Concentragdo  Tensdo Superficial (MmN m™?)  Atividade emulsificante (%)

1 1:1 24,3 40,30
2 1:5 28,6 40,91
3 1:10 30,9 42,74
4 1:100 40,5 41,48
5 1:1000 53,1 43,43
Pagina | 129 Na diluicdo de 1:1 (dgua:biossurfactante), a tensdo superficial e a atividade

emulsificante se mantiveram mais préximas dos biossurfactantes antes da
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liofilizacdo. O valor antes da liofilizacdo era de 23,74 mN.m™* para tensdo
superficial e 39,86% de atividade emulsificante. Os dados demonstram que o
processo de liofilizacdo ndo afetou a atividade emulsificante e a tensao superficial
dos biossurfactantes. Obviamente, que a medida que foi aumentada a diluicdo, a
tensdo superficial e a atividade emulsificante também aumentaram. Também é
importante salientar que os biossurfactantes secos possibilitam maior facilidade
no transporte e armazenamento.

CONCLUSAO

A producdo de biossurfactantes a partir do soro de queijo ndo apresentou
resultados satisfatdrios. Deste modo, é preciso considerar a necessidade de
enriquecer o meio ou utilizar outra fonte de carbono a fim de obter melhores
resultados. J& o cultivo utilizando os residuos de pescado em biorreator com
chicanas obteve menor tensdo superficial do que sem chicanas, portanto, o
biorreator demostrou ter importancia no processo, sendo que biorreator com
chicanas possibilitou maior aeracdo e com isso maior oxigenacdo, auxiliando
assim o crescimento microbiano e promovendo uma maior producdo de
biossurfactantes. Em relacdo a liofilizagdo dos biossurfactantes, os resultados
encontrados sdo importantes, pois ha escassez de trabalhos na literatura que
verificam o comportamento dos biossurfactantes submetidos a processos de
secagem. Outro fator importante é que secagem facilita o processo de
armazenamento e transporte.

Por fim, em termos de aplicabilidade, os biossurfactantes produzidos com
residuos do pescado Corvina poderdo ser aplicados em derramamentos de dleo,
tratamento de efluentes oleosos, processos de biorremediacdo, entre outras
aplicagoes.
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Production of biosurfactants from different
agro-industrial wastes

ABSTRACT

Biosurfactants are surface-active substances with numerous applications.
Production of biosurfactants from 5, 10 and 15% whey was performed by Bacillus
subtilis and Corynebacterium aquaticum a concentration of 2% and the minimum
mineral medium. The cultivation was carried out at 200 rpm, 30 °C for 48 h. For
residues of corvina 2 factorial experimental design 32, where the influence of
micro-organisms (2%) and the concentration of fish 0.83, 1.66 and 2.50% were
evaluated were performed. One of the plans was carried out in Erlenmeyer flasks
with baffles and another in flasks without baffles. Growing conditions were shaken
at 200 rpm, 30 °C for 72 h. The crops that the whey used as a substrate had low
reduction in surface tension. In the cultures with fish residues there was reduction
of the surface tension to values close to 24 mN.m™ in the bioreactors with baffles
and 27 mN.m?* for the baffles without baffles. The best result was obtained in
biorreatotes with baffle where the concentration of 0.83% of fish and the
microorganism Corynebacterium aquaticum were obtained, obtaining 23.74 mN.m"
1 of surface tension, being the value obtained smaller than value of the
biosurfactant most referenced in the literature, Surfactina, which has of 27 mN.m™.

KEYWORDS: emulsifying activity; waste corvina; cheese whey; surface tension.
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