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RESUMO

Os tensoativos e emulsificantes sintéticos produzidos em larga escala sao
provenientes de petroleo sendo tdxico ao ambiente. Estudos mostram que o0s
microrganismos como fungos e bactérias sdo capazes de realizar producdo de
biomoléculas com o fornecimento adequado de nutrientes. O Brasil € um grande
produtor de alimentos, resultando em grande fluxo de residuos ricos em nutrientes
que muitas vezes ndo é reutilizado, fornecendo a matéria-prima para
microrganismos como fungos filamentosos, geralmente conhecidos por
deterioramento de alimentos, que geram produtos secundarios. Neste contexto,
objetivou-se 0 estudo biotecnolégico para producdo de biossurfactante e
bioemulsificante pelo fungo filamentoso Penicilliun sclerotiorum (UCP 1040). O
experimento foi desenvolvido no Laboratério do NUPEA (Nucleo de Pesquisa em
Alimentos) CCT/UEPB, Campus I, Campina Grande — PB. A producéao foi realizada
por fermentagcdo em Erlenmeyer de 250mL, contendo volumes dos substratos de
casca de banana nanica (Musa Cavendish), Oleo pos-fritura e agua destilada
seguindo o planejamento fatorial 22 completo, tendo como variaveis respostas
tensdo superficial (MN/m) e indice de emulsificacdo (%), foram inoculados aos
mesmos 20 discos do fungo acima citado, sob agitacdo de 150 rpm durante 96h a
28°C. O biossurfactante e bioemulsificante foi avaliado por teste de tenséo
superficial, indice de emulsificacdo, estabilidade do bioemulsificante e dispersdo
0leo em agua. Os resultados obtidos demonstraram que a producdo do
biossurfactante nao foi favoravel, haja vista, que a menor tenséo superficial obtida foi
de 76,89 mN/m maior que o valor de referéncia da agua de 72,36 mN/m. Entretanto,
o indice de emulsificacdo (%) apresentou resposta de 93,1% com Oleo poés-fritura
apos 24h e 50% com 96h, com o éleo de motor queimado 62,5% com 24h e 54,16%
apos 96h, com o 6leo de soja o indice alcan¢ou 96,5% e 60,87% com leitura em 24h
e 96h. No teste de dispersdo o liquido metabolico ndo foi significativo, pois, néo
ocorreu formacao de area dispersa para realizar leitura. Assim sendo, os valores do
indice de emulsificagdo ap6s 24h acima de 60% e a estabilidade da emulsdo em
torno de 50% com 96h, demonstrando o potencial do Penicilliun sclerotiorum (UCP

1040) significativo para producéo de bioemulsificante.

Palavras-Chave: Fermentagdo. Bioativos. Substrato. Residuos alimenticios.



ABSTRACT

Synthetic surfactants and emulsifiers produced on a large scale are derived from
petroleum and are toxic to the environment. Studies show that microorganisms such
as fungi and bacteria are capable of producing biomolecules with an adequate supply
of nutrients. Brazil is a major food producer, resulting in a large flow of nutrient-rich
waste that is often not reused, providing the raw material for microorganisms such as
filamentous fungi, generally known as food spoilage, which generate secondary
products. In this context, the objective was the biotechnological study for the
production of biosurfactant and bioemulsifier by the filamentous fungus Penicilliun
sclerotiorum (UCP 1040). The experiment was carried out at the Laboratory of
NUPEA (Nucleus of Research in Food) CCT/UEPB, Campus I, Campina Grande —
PB. The production was carried out by fermentation in a 250mL Erlenmeyer flask,
containing volumes of the substrates of nanica banana peel (Musa Cavendish), post-
frying oil and distilled water, following the complete 22 factorial design, having as
variable responses surface tension (mN/m) and emulsification index (%), were
inoculated to the same 20 discs of the above-mentioned fungus, under agitation of
150 rpm for 96h at 28°C. The biosurfactant and bioemulsifier were evaluated by
surface tension test, emulsification index, stability of the bioemulsifier and oil-in-water
dispersion. The results obtained showed that the biosurfactant production was not
favorable, given that the lowest surface tension obtained was 76.89 mN/m higher
than the water reference value of 72.36 mN/m. However, the emulsification index (%)
showed a response of 93.1% with post-frying oil after 24h and 50% after 96h, with
the burnt engine oil 62.5% after 24h and 54.16% after 96h, with for soybean oil, the
index reached 96.5% and 60.87% with readings at 24h and 96h. In the dispersion
test, the metabolic liquid was not significant, as there was no formation of a
dispersed area for reading. Therefore, the values of the emulsification index after 24h
above 60% and the stability of the emulsion around 50% after 96h, demonstrating the
significant potential of Penicilliun sclerotiorum (UCP 1040) for the production of

bioemulsifier.

Keywords: Fermentation. Bioactive. Substrate. Food waste.
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1 INTRODUCAO

Os surfactantes sintéticos produzidos s@o provenientes do petrdleo tendo
propriedades anfipaticas, sendo capazes de agir nas interfaces de fluidos com
diferentes polaridades e densidades, formar emulsdes, jA que sua composicao
molecular € composta de partes hidrofilica e hidrofobicas (SPERB et al., 2015).

Esses tipos de surfactantes ao longo do tempo causam danos ao ambiente
devido a sua toxicidade elevando assim 0s riscos para o meio ambiente, na busca
de novas alternativas estudos foram desenvolvidos com fungos e bactérias para
producéo de biossurfactantes e bioemulssificantes.

Os biossurfactantes sdo compostos produzidos por microrganismos capazes
de ter caracteristicas de reducdo da tenséo superficial, producdo de emulsao,
solubilizantes e dispersdo de fase. A propriedade essencial sdo as partes
hidrofébicas e hidrofilicas tendo entdo afinidade com materiais apolares e polares
(PELE,2015).

Os bioemulssificantes podem ser obtidos pelo mesmo processo dos
biossurfactantes, porém o produto final tem potencial para realizar emulsdes entre
liquidos imisciveis, devido propriedades lipofilicas e hidrofilicas, néo
necessariamente capaz de reduzir a tensdo como os biossurfactantes (UZOIGWE et
al.,2015).

Para producdo dos bioemulssificantes e biossurfactentes é essencial o
fornecimento de fontes de nutrientes adequados, os residuos agroindustrias tem
apresentado varios beneficios como o baixo custo e uma gama de possibilidades a
serem exploradas desde casca de frutas e legumes a também dleos, soros de leite e
gordura animal (DA SILVA et al.,2020).

Pela grande quantidade de matéria organica proveniente da agroindustria
servindo de principal fonte de substrato, as bactérias os fungos se alimentam dessa
matéria organica gerando subprodutos, nos quais apresentam as mesmas
caracteristicas dos surfactantes sintéticos (EHRHARDT, 2015).

Processos fermentativos sdo utilizados para a obtencéo de diversos produtos,
no caso dos bioemulsificantes e biosurfactantes € realizado por fermentacao
submersa fornecendo nutrientes em meio liquido sob condicbes de agitacéo, pH,

tempo e temperatura controlados. Teste de tensdo superficial (mN/m), indice de
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emulsificacdo (%) e dispersdo de 6leo em agua sdo de carater comprobatorio
(CHAMPE et al., 2009).

Nesse sentindo, seré investigado o potencial biotecnolégico do Penicillium
sclerotiorum (UCP 1040) com substratos de casca de banana nanica e 6leo pos-
fritura. Promover condicfes favoraveis para o microrganismo realizar a producéo de
metabdlitos secundarios com propriedades de reducdo de tensdo superficial e
formacao de emulsdo. Realizar estudo da tensao superficial e dispersdo para avaliar
a producédo do biossurfactante, avaliar o indice de emulsificagdo do bioemulsificante
e sua estabilidade. Afim de viabilizar a producdo de biosurfactantes e
bioemulsificantes com baixo custo e concomitantemente promover nova estratégia
para os descartes de residuos agroindustriais diminuindo assim 0s impactos

ambienteis.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Surfactantes e emulsificantes

Os surfactantes sédo derivados do petroleo, agentes tensoativos de superficie
capazes de realizar interacdo entre liquidos de diferentes caracteristicas, devido ser
uma substancia anfipaticas ou anfifilicas, sendo formadas por uma porgéo hidrofilica
e hidrofébica que geralmente é constituida por hidrocarbonetos lineares ou
ramificados saturados ou insaturados sendo a parte apolar tendo afinidade pela
agua, principalmente pela atracdo eletrostatica entre os ions e os dipolos presente
na dgua (BUENO, 2010; THAVASI, 2014; BARRO et al., 2015).

A porcéo hidrofilica tende a classificar o tipo de surfactante apresentando ou
nao carga, podendo ser anidnicos, catibnicos, anfétero e ndo ibnicos, conforme

Figura 1.

Figura 1 — Classificagédo dos surfactantes

ANIONICO

+) ANFOTERO

NSO

ENSOATIVOS Aﬁ ) CATIONICO
IONICOS Y

SEM CARGA

)

Fonte: LIMA, (2022).

Os mondmeros sdo a menor parte do surfactante que tende a da formacao
das micelas que tem a formacdo esférica quando atingem a concentracdo micelar
critica (CMC) que neste momento a propriedade de reducdo da tensdo superficial
atinge seu maximo conforme a Figura 2, pois as micelas modificam as
caracteristicas fisico-quimicas das solucdes fator importantes nas propriedades do
surfactante, visto que proporciona a capacidade de solubilizar solutos com diversas
caracteristicas (ABREU, 2020).
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Figura 2 — Concentracdo micelar critica
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Fonte: RODRIGUES, (2018).

Esses atributos possibilitam que os surfactantes sejam aplicados em varios
produtos de escala industrial ou doméstica como: espumante, dispersantes,
detergéncia e emulsificantes (MULLIGAN, 2005).

Os emulsificantes tem caracteristicas similares aos surfactantes desde sua
derivacdo até a estrutura com parte polar e apolar, porém sédo capazes de reduzir a
tensdo superficial na interface de liquidos imisciveis, desta maneira formando
emulsBes. Podem ser classificados em idnicos estabilizam emulsées do tipo 6leo/
agua e nao ibnicos emulsées do tipo agua/éleo sendo representados na Figura 3
(UZOIGWE, 2015; FERREIRA, 2019; SOUZA, 2016).

Figura 3 — Representacao da formacédo de emulsdes O/A e
A/O

EMULSAO A/O EMULSAO O/A
Fonte: COELHO, (2014).
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2.1.1 Biossurfactantes

Os biossurfactantes sao caracterizados pela sua origem microbiana podendo
ser de bactérias, leveduras e fungos filamentosos, durante no processo de
crescimento sendo subprodutos metabdlicos dos microrganismos (CAMEOTRA,;
MAKKAR, 1998; LIMA, 2012; MUTHUSAMY et. al., 2008). Essas substancias tem
baixo peso molecular e podem ser representados pelos glicolipidios, lipopeptideos e
fosfolipidios tendo como principais propriedades a reducdo da tensao superficial,
formacdo de micelas, dispersdo de Oleos, reducdo de viscosidade de liquidos, e
formacdo de emulsdes (BANAT et al.,, 2010; PACWA-PLOCINIZACK et al.,2011;
SILVA, 2014).

Embora exista uma gama de biossurfactantes as propriedades sdao mantidas,
assim como a resisténcia as variacdes de temperatura, pH, tem como vantagem a
producdo por substratos de baixo custo, sdo biodegradaveis e de baixa toxicidade
ao meio ambiente (NITSCHKE e PASTORE, 2002).

Os biossurfactantes possuem grande aplicacdo em diversas industrias a
depender da funcdo como na agricultura com propriedades fungicidas, detergentes
para materiais de limpeza, solubilizantes em produtos farmacéuticos, dispersantes
na composicao de tintas e cosmeéticos, ainda apresenta atividades no tratamento de
aguas residuais (NISTCHKE et al., 2013; SILVA, 2014).

2.1.2 Bioemulsificantes

Os bioemulsificantes tem alto peso molecular sendo representados por
polissacarideos, lipopolissacarideos e misturas complexas com biopolimeros e
lipoproteinas (PACWA-PLOCINIZACK et al.,2011). Algumas das propriedades € a
capacidade de formagédo de emulsbes e biodegradabilidade, tendo baixa toxicidade,
além das emulsbes formadas apresentarem estabilidade em condi¢des diversas de
pH, temperatura e salinidade (SEKHON-RANDHAWA, 2014; SOUZA, 2016).

A aplicagao dos bioemulsificantes podem ser na etapa de processamento de
alimentos, como na formulacdo de produtos farmacéuticos e em processos de
biorremediacdo para recuperacdo de petroleo e solos contaminados com metais
pesados (FRANZETTI et al., 2011).
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2.2 Fungos filamentosos

Os fungos s&o organismos com uma diversidade de mais de 1,5 milhGes de
espécies, sdo importantes na degradacdo de compostos organicos, sao utilizados
em setores da induastria téxtis, farmacéutico, agricola, setores quimicos como
fabricacao de tintas (LIMA, 2015; FREITAS, 2022).

Os fungos tem atraido atencdo dos pesquisadores devido sua capacidade
para producdo de bioativos com propriedades de grande potencial para aplicacao,
principalmente os fungos filamentosos (LIMA, 2012). Os fungos filamentosos séo
caracterizados pela estrutura com filamentos formados por hifas que em suas
terminacbes possuem as estruturas com frutificagdo contendo os micélios tendo
como funcéo a reproducéao por esporulacdo (FREITAS, 2022).

A capacidade metabdlica desses microrganismos vem ganhado destaque na
geracdo de bioprodutos com caracteristicas enzimaticas, antimicrobiana,
surfactantes e emulsificantes (SANCHES, 2016).

2.2.1 Penicilliun sp

O Penicilliun € um género bastante conhecido desde da descoberta da
penicilina, como também na producdo de corantes, além da capacidade de gerar
metabdlitos secundarios que sdo compostos com baixo peso molecular de grande
diversidade quimica com propriedades para aplicacdo em varios segmentes
industriais (PETIT et al., 2009; BRAKHAGE, 2013).

O Penicilliun sclerotiorum é uma espécie que faz parte do subgénero
Aspergilloides, um dos metabdlitos secundarios produzidos conhecidos é a
esclerotiorina que vem sendo aplicada nas industrias farmacéuticas e alimenticias,
com grande potencial atividade biologica e antioxidante (GOMES, 2011). Outros
metabdlitos secundarios de Penicilliun sclerotiorum como compostos com bioativos
podem ser produzidos a partir do fornecimento de nutrientes e fontes de carbono e
nitrogénio ao microrganismo e condicbes adequadas de temperatura, agitacao,
aeracdo e pH, os residuos agroindustrias tem demonstrado potencial no
abastecimento de substratos (ARBOLENA VALENCIA, 2011; ASSIS et al., 2014). A

Figura 4 (A) e (B) mostra o crescimento da colénia do fungo Penicilliun sclerotiorum
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(UCP 1040) em meio agar batata a 28°C e a identificacdo microscoépica do fungo
Penicilliun sclerotiorum (UCP 1040) respectivamente.

Figura 4 — (A) Crescimento do fungo Penicilliun sclerotiorum
(UCP1040) em placa em meio agar batata a 28°C. (B)
identificagdo microscépica 40x do fungo Penicilliun sclerotiorum
(UCP1040)

A

Fonte: Proprio autor (2022).

2.3 Residuos agroindustriais

A produgédo constante de alimentos no Brasil tem um volume bastante
significativo, estando entre um dos principais produtores mundiais, mas nem tudo
produzido é aproveitado, gerando grande acumulo de residuos agroindustriais.
Residuos sdo matérias ndo aproveitadas em atividades humanas derivadas de
residéncias, estabelecimentos comerciais e industrias, podendo esta em estado
sélido, liquido ou gasoso (SOUZA, 2016; SILVA ALENCAR et al., 2020).

Em sua maioria os residuos ndo séo reutilizados, visando mudar esse senario
e reduzir o impacto ao meio ambiente, estudos foram desenvolvidos para 0 uso
como fornecimento de nutrientes que microrganismos possam gerar novos produtos
(ASSIS et al., 2014).

2.3.1 Casca de banana nanica
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O cultivo da banana nanica e outros tipos no Brasil é bastante favoravel
devido as condicdes climaticas, o consumo dessa fruta € um dos maiores, com
grande poder nutricional e de baixo custo (ALVES, 2014).

A banana tem a polpa como consumo principal, mas a casca representa cerca
de 40% do peso do fruto, sendo em sua grande maioria descartada, novas
estratégias tém abordados caminhos para reaproveitamento como na producéo de
farinhas, biodiesel, na biorremediacdo de efluentes contaminados (AQUINO et al.,
2014).

A Tabela 1 apresenta a composicdo centesimal da casca de banana (Musa
Cavendish), demostrando assim grande riqueza nutricional, estudos ja afirmam o
potencial de aplicacdo da casca para producao bio-etanol por proporcionar geragao
de energia, remocdo de metais pesados servindo como adsorventes e na extracao
de nanofibras (LEOBET, 2016).

Tabela 1 — Composicéo centesimal da casca de banana
Casca de banana in natura

Parametros Banana (100g)
Umidade(Q) 89,47
Cinzas(g) 0,95
Lipideos(g) 0,99
Proteinas(g) 1,69
Fibras(g) 1,99
Carboidratos(g) 4,91
Calorias (Kcal) 35,30
Calcio(mg) 66,71
Ferro(mg) 1,26
Sadio(mg) 54,27
Magnésio(mg) 29,96
Zinco(mg) 1,00
Cobre(mg) 0,10
Potassio(mg) 300,92

Fonte: GONDIM et al., 2005.
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A proporcdo de carbono e nitrogénio fornecida pelo substrato ao
microrganismo tem influéncia direta para producdo de metabdlitos secundarios, a

casca de banana apresenta maior proporcao de carbono, conforme Tabela 2.

Tabela 2 — Composi¢cao mineral percentual de carbono e nitrogénio da casca
da banana em comparacdo com casca de caju e casca de laranja

Residuo Nitrogénio (%) | Carbono (%) C/N
Casca de cacau 1,3 (9) 49,4 (c) 38,0
Casca de laranja 42,5 (b) 1 40,5
Casca de banana 1,9 (e) 40,5 (a) 21,3

Fonte: ZANETT et al., 2014.

2.3.2 Oleo pos-fritura

O Oleo para consumo humano € utilizado largamente nas residéncias,
industrias de alimentos e comércios € uma substancia insollvel em 4gua, o descarte
é realizado de maneira inadequada resulta em danos ambientais, por apresentar
uma densidade menor que a 4gua (SALES, 2017).

A utilizacdo de 6leos comestiveis para elaboracédo de produtos fritos modifica
os 6leos e gorduras ap6s aquecidos, pois sdo altamente oxidados podem apresentar
substancias potencialmente téxicas. Contribuindo para reduzir a qualidade do 6leo e
modificar sua estrutura, principalmente, a composicdo em acidos graxos,
observando-se mudancas no grau de insaturacdo (SANIBAL et al., 2002).

Nas industrias de alimentos sdo comum utilizacdo de gorduras e 6leos
ocasionando a geracado de residuos hidrofébicos. Com o acumulo desses residuos,
tem aumentado o interesse da utilizacdo desses materiais como fonte de nutrientes

para transformacéo microbiana (SOUZA, 2016).
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3 METODOLOGIA

Os procedimentos experimentais foram realizados no Ndcleo de Pesquisa de
Extensdo em Alimentos (NUPEA) da Universidade Estadual da Paraiba — Campus |
na cidade de Campina Grande-PB em colabroracdo com o Laboratorio de Nucleo de
Pesquisas em Ciéncias Ambientais (NPCIAMB) da Universidade Catodlica de
Pernambuco.

A metodologia realizada foi padronizada com as mesmas vidrarias,
equipamentos e condicdes a fim de reduzir erros analiticos. Assim como, as
condicBes de inoculacdo do microrganismo.

Microrganismo e manutenc¢ao: O fungo Penicilliun sclerotiorum (UCP 1040)
foi isolado do solo do semi-arido de Pernanbuco, sendo mantidos no banco de
cultura (NPCIAMB) e registrada no World Federation Culture Collection — WFCC. As
culturas foram mantidas em placas de petri em meio agar sabouraud a 5°C sendo
realizado repiques em tempos no maximo sete dias para que 0 microrganismo se
mantenha sem alteragoes.

Residuos agroindustriais: Os substratos como casca de banana nanica
(Musa Cavendish) foi coletada de residéncias na cidade de Campina Grande — PB,
Oleo pos- fritura de estabelecimentos comerciais da cidade de Queimadas — PB.

Planejamento fatorial: O planejamento experimental 22 completo conforme
na Tabela 3, foi executado com finalidade de avaliar as variaveis independentes o
extrato da cascas da banana nanica e o 6leo pos- fritura sobre a variavel resposta a
tensdo superficial (mN/m) e indice de emulsdo (%), andlise dos dados com de

diagramas de Pareto utilizando o STATISTC verséao 7.0.

Tabela 3 — Matriz do planejamento fatorial 22

. Variaveis independentes
Ensaios Z , -
Casca de banana \ Oleo pos-fritura
1 -1 -1
2 +1 -1
3 -1 +1
4 +1 +1
5 0 0
6 0 0
7 0 0
8 0 0

Cascas de banana (-1) 5mL, (0) 7,5 mL, (1) 10 mL, éleo pos-fritura (-1)2mL, (0) 4,5mL, (+1)7mL
Fonte: Elaborada pelo autor, 2022.
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Preparo do substrato: As cascas da banana nanica Figura 5 (A) foram
higienizadas lavadas com agua destilada, em seguida homogeneizou-se com agua
destilada em liquidificar doméstico na concentracdo de 250g/L, segundo proposto
por Sousa et al. (2012). Foi filtrado com auxilio no nylon silkscreen 120 mesh

obtendo o caldo aquoso Figura 5 (B) e utilizado para fermentacéo.

Figura 5 — (A) Casca de banana nanica (Musa Cavendish)
antes da preparacdo, (B) caldo aquoso da casca da banana
nanica para processo de fermentacao

Fonte: Proprio autor (2022).

Determinagdo do pH: realizou a leitura com auxilio do potenciémetro, antes
da fermentacédo e apds de 96h.

Producéo do biossurfactante e bioemulsificante: A producéo foi realizada
por fermentacdo submersa utilizando Erlenmeyers de 250 mL de capacidade total,
onde no qual foi adicionado os volumes do extrato da casca e do 6leo pos-fritura e
agua destilada até ser totalizando o volume de 100 mL conforme o planejamento
experimental de 22, posteriormente sendo esterelizado na autoclave a temperatura
de 121°C durante o tempo de 15 min eliminando qualquer contaminacdo. Com 0s
substratos na temperature ambiente foi levado para ambiente estério juntamente
com as placas de petri com o penicillium sclerotiorum (UCP 1040) no qual realizou-
se o porcionamento através de discos de mesmo diametro com auxilio de um tubo

de ensaio como mostra a Figura 6, em sequéncia 20 disco incorporados em cada
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Erlenmeyer. Os frascos foram mantidos sob agitacdo orbital de 150 rpm durante
96h a temperature de 28°C. A separacdo das células do liquido metabdlico foi por
centrifugag&o a 10.000 rpm por 15 min a 10°C, logo em seguida o sobrenadante foi

filtrado em nylon silkscreen 120 mesh e armazenado.

Figura 6 — Placa de Petri com Penicilliun sclerotiorum (UCP
1040) cortada em discos de tamanhos uniformes para inoculacao
na fermentacéo

Fonte: Proprio autor (2022).

Teste de tensédo: O teste foi realizado com o liquido metabdlico de cada
condicdo através do método do peso da gota com auxilio da bureta de 25 mL,
realizado a contagem de 20 gotas em um béquer de 100 mL, para determinagéo da
massa da gota, e seguindo a literatura calcular o fator de corregéo e raio (BEHRING
et al., 2004). O valor da tenséo foi calculada pela lei de Tate disposta na Figura 7.

Onde (m) massa da gota, (g) gavidade

Figura 7 — Equacao Lei de Tate
m.g

= 2T
Onde:

m = massa de uma gota

g = gavidade

™= Pi
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r = raio da gota

f = fator de correcao

indice de emulsificacéo (IE): o liquido metabdlico produzido sera utilizado
segundo a metodologia de Cooper & Goldenberg (1987). Para avaliar o indice de
emulsificacao foi distribuido 1 mL de 6leo de soja, 6leo pés-fritura e 6leo de motor
gueimado em tubos de ensaio proporcionando trés condi¢cdes para cada amostra do
planejamento experimental, em seguida 2 mL do liquido metabdlico foi adionado
homogeneizados em vortex durante 2min. As leituras foram realizadas apds 24h,
48h e 96h, medindo a altura da porcdo emulsificada e o total da coluna formada
pelos dois liquidos no tubo, o percentual foi determinada pela equacéo do indice de
emulsificacdo (%) = He X100 / Ht, sendo He= altura de emulsdo, 100 = % e Ht =
altura total.

Teste de dispersdo: Para o teste foram utilizadas placas de petri com agua
destilada na proporcao de cobrir a surperficie, em sequéncia contaminadas com 1
mL de o6leo de motor queimado, adicionou-se 0,5 mL do liquido metabdlico e
observado o espacamento entre ambos medindo em cm e calculado a area da

circunferéncia.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Tensao superficial

A producdo de biossurfactantes pode ser influenciada pelo fornecimento de
carbono e nitrogénio ao microrganismo, assim como as condi¢des de agitacdo, pH,
variacdes de temperatura (DECESARO et al., 2013; SANTOS, 2016). A Tabela 4
apresenta os resultados de tenséo superficial apds processo de fermentacdo de 96h
do Penicilliun sclerotiorum (UCP1040).

Tabela 4 — Valores da tenséo superficial apds fermentacdo de 96h
3 Caldo Casca
CONDICOES de banana

Oleo poOs-fritura T S (MN/m)-

nanica (mL) (mL) 96h
1 5 2 76,89
2 10 2 82,67
3 5 7 85,07
4 10 7 79,04
5 7,5 4,5 78,91
6 7,5 4,5 81,07
7 7,5 4.5 79,12
8 7,5 4,5 80,02

Fonte: Elaborada pelo autor, 2022.

Os resultados obtidos de tensdo demonstraram que n&o ocorreu producao
significante do biossurfactante nas condicfes fornecidas conforme tabela 4, visto
gue os valores estdo acima de 72 mN/m sendo a tensdo superficial da agua como
referéncia e o mais préximo foi de 76 mN/m no experimento 1.

Pelo diagrama de Pareto a variavel que mais influenciou foi a interacao entre
a casca de banana nanica e 6leo pés-fritura tendo efeito negativo, para reducéo da
tensdo superficial, mas também nao foi estatisticamente representativo, por nao
ultrapassar a linha de confianca de 95%, e 6leo pés-fritura contribuiu negativamente,
sendo quanto menor a quantidade desse parametro menor sera a tensdo. Para
resultados significativos posteriormente € necessario o ajuste da porcentagem de
casca de banana elevando assim a possibilidade da produgdo do biossurfactante,
conforme Figura 8.

Freitas (2022) utilizando milhocina e 6leo pds-fritura obteve valor de 42,77

mN/m na tensao superficial com inoculagéo de 40 disco do Penicilliun sclerotiorum
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(UCP1040) durante fermentacdo de 144h, demonstrando que a proporcdo de
microrganismo e tempo influenciam na reducéo da TS. Santos (2016) alcancou valor
de 32,7mN/m com o Penicillium spinulosum e tendo como substratos milhocina e
6leo pos fritura e fermentacdo de 96h inoculando 107 esporos/mL. Os resultados de
no presente trabalho se correlacionado aos citados demonstram que o substrato tem

influéncia na variavel resposta TS.

Figura 8 — Diagrama de Pareto para avaliagdo da Tensé&o
superficial na producéo de biossurfactante utilizando 20 discos do
Penicillium sclerotiorum (UCP 1040) por 96h, 28°C e agitacéo de
150rpm.

Fonte: Proprio autor (2022).

4.2 indice de emulsificag&o

O indice de emulsificagdo realizado para avaliacdo de qualquer molécula
presente capaz de produzir emulsdo com substratos hidrofobicos e hidrocarbonetos
em agua, uma vez que os bioemulsificantes ndo tem como principal propriedade da
reducdo da tensdo superficial, portanto é necessario ndo sé a realizacdo do teste da
gota ou de dispersao voltados para tenséo ja que pode ocasionar o descarte de
bioemulsificantes (SOUZA, 2016; UZOIGWE et al., 2015).
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O indice foi avaliado com os 6leos de soja, pés-fritura e de motor queimado,

afim de medir o desemprenho do liquido metabdlico. A Tabela 5 e Figura 9 mostra o

comparativo da percentagem de emulséo apos 24h.

Tabela 5 — Valores do indice de emulsificacdo com os 6leos de soja, pos-
fritura e de motor queimado apos 24h

indice de Emulsificac&o (%)

Condicbes | Oleo de soja | Oleo pos-fritura | Oleo de motor
gueimado
1 13,8 15,3 62,5
2 52,0 52,0 40,9
3 45,8 42,8 20,0
4 96,5 93,1 32,0
5 9,5 11,7 8,5
6 10,0 12,3 8,3
7 10,7 11,2 9,1
8 9,8 12,6 8,7

Fonte: Elaborada pelo autor, 2022.

Figura 9 — Gréfico comparativo do indice de emulsificacdo do
bioemulsificante ap6s 24h
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laana

Condicdes do planejamento fatorial

dleo de soja

Oleo pos-fritura  moleo de motor queimado

Fonte: Elaborada pelo autor, 2022.
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A andlise do grafico e da tabela acima expressa que a condicdo 4 tem maior
porcentagem de emulsdo para o 6leo de soja e pos-fritura, jA no 6leo de motor
queimado foi a condicdo 1 com 62,5% sendo mais favoravel. De acordo com
Willumsen e Karlson (1996), valores significativos para o indice de emulsdo séo
acima de 50 %. Na condicdo 2 os valores sao 52% para o0s 6leos de soja e pOs-
fritura e de motor queimado chegando a 40,9% mesmo estando abaixo do valor
consideravel, é importante observar que os valores sdo pertinentes mostrando que a
condigcédo pode ser ajustada para possibilitar que todos tenham percentuais acida do

consideravel, como mostra Figura 10.

Figura 10 — (A)Tubo com formac&o de emulsdes do 6leo de
motor queimado e liquido metabdlico, (B) Tubos com emulsdes
dos Gleos de soja, pos-fritura com liquido metabdlico apds 24h

H.E

e

-

dleo de motor B ] B
queimado dleo de soja 0lao pos - fritura

A B
Fonte: Proprio autor (2022).

Com a obtencao de valores acima de 50%, foi avaliado a estabilidade em
temperatura ambiente das emulsdes apds 96h das melhores condigcdes conforme
Figura 11, o 6leo de motor na condi¢cdo 1 do planejamento que foi de 5 mL de caldo
da cascas de banana nanica e 2 mL de 6leo pos-fritura reduziu para 54,16% o indice
de emulsificagéo, na condicdo 4 que as proporgoes foram de 10 mL para o caldo da
casca da banana nanica e 7 mL do 6leo pos-frutura, o liquido metabdlico testado
com o Oleo de soja o indice de emulséo foi de 60,87% e o pos-fritura com 50% apos
96h.
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Figura 11 - Grafico indice de emulsificacdo do
bioemulsificante apds 96h nas melhores condicdes

Condi¢des do planejamento fatorial

Fonte: Elaborada pelo autor, 2022.

De acordo com Langervin, 2004, a estabilidade da emulsdo € aquela que
mantém a coalescéncia, ndo ocorrendo a separacdao de fases durante um tempo
consideravel.

Os diagramas de Pareto da Figura 12 mostram que € estatisticamente
representativo, as variaveis independentes CB e OPF e a interacdo entre ambas
contribuiram positivamente para o aumento do indice de emulsificagdo, portanto,
guanto maior a propor¢cao usada maior sera o percentual de emulsificado, conforme

figura 12 A e 6leo pés-fritura na Figura 12 B.

Figura 12 — (A) Diagrama de Pareto para avaliacdo do
indice de emulsificacdo como variavel resposta com 6leo de soja
apos 24h (B) Diagrama de Pareto para avaliacdo do indice de
emulsificacdo como variavel resposta com 6leo pos-fritura apos
24h

areto Chart of Standardized Effects; V.

-

Fonte: Proprio autor (2022).
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O diagrama de Pareto para o indice de emulsificacao utilizando 6leo de motor
gueimado na da Figura 13 é estatisticamente significativo por ultrapassar a linha de
confianga nos parametros OPF, interacdo e CB, na qual, o parametro que mais
influenciou para o indice de emulsificagcéo foi o 6leo pos-fritura, com efeito negativo,
qgquanto maior quantidade utilizada, menor serd o indice de emulsificacéo,
demostrando que o OPF pode ser reduzido a proporgao, para que o resultado seja
positivo.

Figura 13 — Diagrama de Pareto para avaliagdo do indice de
emulsificacdo como varidvel resposta com o6leos de motor
gueimado apos 24h

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: IE(%) Oleo Motor
2**(2-0) design; MS Pure Error=,1166667
DV: IE(%) Oleo Motor

Fonte: Proprio autor (2022).

(2)OPF -75,2419

1by2 49,18536

-14,053

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

4.3 Teste de disperséao

No teste de dispersao conforme Figura 14 o liquido metabdlico ndo demostrou
um deslocamento adequado para medi¢do a area conforme Figura 14(B), mostrando
as placas de petri com o liquido metabdlico na condicdo que apresentou menor
tensdo superficial de 76,89 mN/m & compreensivel o resultado devido a minima
producdo de moléculas tensoativas capazes de agir no 6leo presente no meio
aguoso, sem que ocorresse a homogeneizagédo igualmente no teste de emulséao,

diferente da placa com o surfactante sintético na Figura 14 (C) que ao minimo
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7z

contato € capaz de realizar a dispersdo. Carvalho (2012) atingiu uma zona de
dispersdo de 140 mm com estudo de 66 bactérias isoladas em solo contaminado
para producado de biossurfactante. Teixeira (2020) obteve resultados visiveis de area
de dispersdo com o biossurfactante produzido com Serratia mascences e como
substrato gordura animal.

Figura 14 — (A) Placa de Petri com agua destilada e 6leo de
motor queimado (B) Placa de Petri com liquido metabdlico apos
fermentacao de 96h (C) Pl_a_lca de Petri com surfactante sintético

Tt

=4

Fonte: Proprio autor (2022).
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5 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos nesse estudo pode-se concluir que:

A producdo de biossurfactante por Penicillium sclerotiorum (UCP
1040) néo foi satisfatoria, haja vista, que a TS foi superior a TS da
agua;

Foi possivel identificar que a variavel independente Oleo poés-fritura
contribuiu de forma negativa para reducdo da tenséo superficial e
consequentemente na producéo do biossurfactante, entretanto, para a
producdo de bioemulsificante a contribuicdo foi oposta, visto que o
indice de emulsificacéo niveis acima de 60% nas primeiras 24h;
Pode-se afirmar que os fungos filamentosos tem potencial para
producdo de bioemulsificantes e apresentando estabilidade na sua
formacao de emulséo em torno de 50% com 96 h de leitura;

A utilizacdo de residuos agroindustrias na producdo de
bioemulssificante apresentou como excelente meio de nutritivo para
producéo de bioemulssificante, e assim contribuindo para baixo custo
de producdo, visto que os substratos sdo provenientes do descartes da
populacao;

E por fim, torna-se necessario a investigacdo em estudos futuros para
melhorar o entendimento sobre quais substratos e quantidades seréo
necessarios para proporcionar a melhor condicdo por Penicilliun sp
UCP 1040 e que possa vir a produzir a biomolécula biossurfatantes

além do bioemulsificante.
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