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RESUMO GERAL

As espécies pertencentes a Se¢do Nigri formam um subgrupo do género
Aspergillus e sdo cosmopolitas. Varias espécies desta Secdo sao utilizadas na
indGstria alimenticia e industrias de fermentacdo, A. niger é a espécie desta
Secdo reportada mais frequentemente, possui “Status” GRAS. Porém esta secdo
¢ considerada por muitos taxonomistas como uma das mais dificeis de
identificacdo devido a alta diversidade genética. Surfactantes sdo moléculas
anfipaticas que apresentam em uma mesma molécula duas porc¢bes: uma parte
hidrofilica e uma parte hidrofébica e os biossurfactantes que sdo um grupo de
diversas moléculas, produzidas por diferentes microrganismos, classificadas
principalmente pela estrutura quimica e origem microbiana. Os objetivos deste
trabalho foram identificar 32 isolados flingicos de Aspergillus Secdo Nigri
através da técnica de MALDI-TOF MS e testar o potencial produtor de
biossurfactantes de trés isolados de Aspergillus niger tendo a bactéria Bacillus
subtilis CCMA 0087 como controle. Foram testadas trés diferentes metodologias
de extracdo de proteinas por MALDI-TOF MS e estas foram comparadas quanto
ao seu agrupamento por dendogramas. Os resultados demonstraram que o
agrupamento pode variar com a metodologia. Com relacdo ao potencial produtor
de biossurfactantes, estes foram testados para indice de emulsdo, observando
diversos aspectos para o favorecimento deste, analises reoldgicas e também um
estudo de fitotoxicidade dos extratos em sementes de alface (Lactuca sativa L.)
Os resultados sugerem que o isolado B. subtilis CCMA 0087 produziu mais
emulsificantes, seguido pelo isolado A. niger 100. A presenca de indutor
favorece a producdo do emulsificante, assim como os pH 5,0 e 7,0 e dia 1
apresentou melhores dados. Os extratos ndo diferiram nos pardmetros reoldgicos
e todos se apresentaram fitotoxicos.

Palavras-chave: ldentificacdo fungica. Emulsificante. Biossurfactante.



GENERAL ABSTRACT

Species belonging to section Nigri form a subgroup of genus
Aspergillus, and are cosmopolitan. Many species of this section are used in food
and fermentation industries, being A. niger the most reported, presenting GRAS
status. However, this section is considered by many taxonomists as one of the
most difficult to identify due to high genetic variability. Surfactants are
amphipathic molecules that present two portions in the same molecule: a
hydrophilic portion and a hydrophobic portion. Biosurfactants are a group of
many molecules produced by different microorganisms and mainly classified by
chemical structure and microbial origin. The objectives of this work were to
identify 32 Aspergilus section Nigri fungal isolates by means of the MALDI-
TOF MS technique, and test the biosurfactant production capacity of three
Aspergillus niger isolates, using bacteria Bacillus subtilis CCMA 0087 as
control. We tested three different protein extraction methodologies by MALDI-
TOF MS, comparing them by means of grouping in dendrograms. The results
showed that the grouping could vary depending on the methodology used.
Regarding biosurfactant production capacity, the fungi isolates were tested to
obtain the emulsification index, considering many aspects for its favoring,
rheological analyses and a phytotoxicity study of lettuce seed extracts (Lactuca
sativa L.). The results suggest that isolate B. subtilis CCMA 0087 produced the
most emulsifiers, and pH 5.0 and 7.0, as well as day 1 presented the best data.
The extracts did not differ for rheological parameters, and all were phytotoxic.

Keywords: Fungal identification. Emulsifier. Biosurfactant.
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CAPITULO 1 Introducio Geral

1 INTRODUCAO

As espécies pertencentes a Secdo Nigri formam um subgrupo do género
Aspergillus e sdo cosmopolitas, podendo se desenvolver em uma vasta variedade
de substratos. Varias espécies desta Secdo sdo utilizadas na indUstria alimenticia
e industrias de fermentagdo de diferentes &cidos orgénicos e enzimas
hidroliticas. A. niger é a espécie desta Secdo reportada mais frequentemente,
possui “Status” GRAS (“Generally Regarded as Safe”) pela “Food And Drug
Administration” e ¢é amplamente utilizada em processos biotecnologicos
(ABARCA et al., 2004).

Até a década de 90, a caracterizacdo e identificacdo das espécies de
Aspergillus secdo Nigri eram realizadas considerando-se apenas caracteres
morfolégicos como: cor e textura das coldnias, didmetro, tamanho e
ornamentacdo do conidio e estrutura do conidiéforo. Esta se¢do é considerada
por muitos taxonomistas como uma das mais dificeis de identificar devido a alta
diversidade genética, o que dificulta a identificacdo baseada unicamente em
caracteres morfolégicos (CHULZE; MAGNOLI; DALCERO, 2006; KLICH,
2002; NOONIM et al., 2008; SAMSON et al., 2007; SOMMA; PERRONE;
LOGRIECO, 2012; VARGA et al., 2011).

Sendo assim, varios pesquisadores tém relatado a importancia de uma
abordagem polifasica, ou seja, a combinagdo de diferentes ferramentas de
identificagdo, como por exemplo, caracteristicas morfologicas, fisioldgicas,
bioquimicas e moleculares, na delimitagdo de espécie do género Aspergillus
(SAMSON; VARGA, 2009; SORENSEN et al., 2011). A técnica do MALDI-
TOF MS (lonizagdo/Dessor¢do de Matriz Assistida por Laser Tempo-de-

Voo/Espectrdmetro de Massa) é uma ferramenta despontante que vem sendo
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utilizada na identificacdo de fungos (SANTOS et al., 2010; SIMOES et al.,
2013). Estudos embasados na técnica do MALDI-TOF MS tém demonstrado o
potencial desta nova abordagem capaz de discriminar espécies fortemente
relacionadas de forma rapida e precisa em condi¢fes bem definidas (KALLOW
et al., 2006; QIAN et al., 2008).

O objetivo deste trabalho foi identificar isolados fangicos de Aspergillus
Secdo Nigri através da técnica de MALDI-TOF MS, comparando trés
metodologias diferentes de extracdo de proteinas e comparando seus

dendogramas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 MALDI-TOF MS

A utilizacdo da espectrometria de massa (MS) como forma de
identificacdo de microrganismos se iniciou nos anos 1970, mas o grande impulso
para a evolucdo da tecnologia foi dado por Tanaka et al. (1988). Estes
pesquisadores conseguiram ionizar grandes moléculas por laser, utilizando uma
matriz composta por particulas de cobalto e glicerol. Previamente ndo era
possivel ionizar moléculas ndo volateis ou de grande peso molecular (ANHALT;
FENSELAU, 1975; TANAKA et al., 1988).

A matriz foi um componente chave para o desenvolvimento da
tecnologia. Ela possui quatro utilidades: 1) ajuda a romper as células e extrair as
proteinas, por ser de natureza acida; 2) separa as moléculas de proteinas que sdo
aderidas; 3) absorve a energia do laser e provoca a dessor¢cdo das moléculas
(extracdo da placa solida onde estdo aderidas para o estado gasoso) e 4) doacédo
de H* para as moléculas que passam a ser ions de carga positiva (TANAKA et
al., 1988).

O termo MALDI deriva-se da lingua inglesa: Mass Assisted Laser
Desorption/lonization, ou seja, dessorcdo/ionizacdo por laser assistido por
matriz. Os equipamentos de MS apresentam variados analisadores que separam
os fons de diferentes pesos/massas. Entre tais analisadores/separadores de ions,
ha aqueles que diferenciam os pesos/massas pelo tempo de voo destas moléculas
em tubo de vacuo (TOF: time of f light).

A matriz absorve a energia do laser, ocorrendo assim a evaporagao da
amostra com a formagdo de ions com massas diferentes. Estes ions formados,
apresentando carga +1, sdo acelerados sob a influéncia do campo elétrico de

carga positiva para dentro de um tubo de voo, no qual se encontra em sua
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extremidade o detector. O tempo de voo de cada particula até o detector é
utilizado para calcular sua massa. O espectro de massa (EM) da amostra é
formado pela soma dos ions analisados. A relagdo massa/carga corresponde ao
eixo das abscissas. Ja a intensidade do sinal encontra-se no eixo das ordenadas,
que é proporcional a quantidade de ions de mesma massa (CARBONELLE;
NASSIF, 2011).

Espectro de Massa

| l
(TINET A X L

Detector T
- T Detecgédo
i

SO L4
LH ecs
o0 Separagao das
Tubo de Véo © massas por
QP tempo de voo

A
Aceleragdo (campo
cletrostitico)

Laser

lonizagdo/Dessorgo
de Matriz Assistida

Analitos por Laser (MALDI)

envoltos por
matriz
cristalizada

Figural Principios da tecnologia de espectrometria de massas por
ionizagdo/dessor¢do de matriz assistida por laser por tempo de voo
(MALDI-TOF MS)

Fonte: Croxatto, Prod’Hom e Greub (2012).

Quando se compara a tecnologia MALDI-TOF MS com outras técnicas

laboratoriais para identificacdo de microrganismos, a principal vantagem dessa
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tecnologia é a agilidade para obtencdo dos resultados. Entre o preparo do
deposito e a leitura final, um resultado isolado pode ser obtido em menos de 30
minutos (CROXATTO; PROD’HOM; GREUB, 2012).

2.2 Aspergillus Se¢édo Nigri

As espécies de Aspergillus presentes na secdo Nigri estdo entre as mais
importantes dentro do género Aspergillus, pois esta secdo abriga espécies de
grande interesse biotecnoldgico que sdo utilizadas na producdo industrial de
alimentos e de produtos farmacéuticos devido ao rico perfil enzimatico. Séo
utilizadas em diversos setores industriais, bem como na producdo de acidos
organico, citrico e glucénico, dentre outros e utilizados industrialmente como
fonte de enzimas extracelulares: amilase, catalase, celulase, glucoamilase, lipase,
pectinase, protease, xilanase e fitase. (MINAFRA et al., 2010; PANDEY et al.,
1999, 2005; PARIZA; JOHNSON, 2001; RODRIGUEZ-ZUNIGA et al., 2011;
SINGH; SINGH; BISHNOI, 2009).

Raper e Fennell (1965) fizeram um dos trabalhos mais completos sobre
fungos do género Aspergillus, agrupando os fungos que possuiam conidios
negros em um grupo a parte, conhecido como Secdo Nigri (ABARCA et al.,
2004). Algumas das marcantes caracteristicas deste grupo sdo: a coloracdo dos
conidios que pode variar de marrom-escuro a preto, possuem conidiéforos que
podem ser uni ou bisseriados e vesiculas esféricas (KLICH, 2002; PERRONE et
al., 2007).

As espécies de Aspergillus se¢do Nigri sdo as mais geralmente
relacionadas com contaminantes de uvas e seus derivados. Entre as espécies, A.
carbonarius é reconhecido principalmente por ser um dos maiores produtores de

ocratoxina A, sendo encontrado principalmente em uvas, vinhos e cafés
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(MITIDIERI et al., 2002; NOOMIN et al., 2008; SERRA, 2005; SERRA et al.,
2003; SPADARO et al., 2010).

As técnicas de biologia molecular vém sendo muito utilizadas
atualmente, pois permitem a identificacdo das espécies em alguns dias ou apenas
algumas horas (FUNGARO; SARTORI, 2009). E recomendada para a
identificacdo das espécies da Se¢do Nigri a abordagem polifasica, em que varios
caracteres (microscopia, perfil metabolico, métodos moleculares) sao utilizados.
O perfil genético desta secdo vem sendo estudado intensivamente e, pelo fato da
alta diversidade deste grupo, a classificacdo destas espécies torna-se ainda mais
complexa (NIELSEN et al., 2009).
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3 METODOLOGIA

3.1 Cultivo de microrganismos

Os fungos foram cedidos da colecdo de fungos da Empresa de Pesquisa
Agropecuéria de Minas Gerais (EPAMIG), Lavras — MG e foram cultivados em
meio MEA (extrato de malte 20,0 g/L; peptona 1,0 g/L; glicose 30 g/L; agar
20,0 g/L; 4gua destilada 1 L) e incubados a temperatura de 28 °C durante 48

horas.

3.2 MALDI-TOF MS

Um total de 33 isolados fungicos, previamente identificados por técnicas
de identificacdo polifasica, foram identificados usando o sistema Matrix
Assisted Laser Desorption/lonisation - Time Of Flight Mass Spectrometry
(MALDI-TOF MS) (Microflex-Bruker Daltonics/BioTyper™).

A cepa Escherichia coli K12 foi utilizada como padréo para a calibragéo
externa do MALDI-TOF MS seguindo metodologia descrita por Lima-Neto et
al. (2014). As células foram cultivadas em meio &gar Luria-Bertani (LB) e

incubadas a 35 °C por 18 horas.

3.2.1 Anadlise proteica das células fungicas

Os fungos foram crescidos em até 48 h e uma pequena amostra foi
retirada e transferida para um eppendorf, contendo 6 mL da solugdo orgénica
(Agua/acetonitrila/acido trifluoroacético [50:47.5:2.5]) e homogeneizada em
vortex por 1 min. Em seguida, 0,7 mL desta suspensdo foi transferida para a

placa de aco inox do MALDI., e adicionado 1 mL da solugdo matriz de MALDI
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(75 mg/mL de &cido 2,5-di-hidroxibenzoico em etanol/agua/acetonitrila [1:1:1]
com 0,03% de &cido trifluoroacético). Essa mistura foi seca ao ar a temperatura
ambiente e a analise foi realizada em um sistema Microflex LT MALDI-TOF
(Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha), em triplicata, para avaliar a qualidade e
reprodutibilidade dos espectros. Por fim, os espectros no intervalo de massa m z
= 2.000 a 20.000 foram obtidos e analisados no software Biotyper 3.0 (Bruker
Daltonics) (LIMA-NETO et al., 2014).

Também foi utilizada a metodologia com sonicacdo, em que 0s
eppendorfs, contendo uma amostra do isolado com solucdo orgénica, foram
sonicados por 15 min a 22 °C, sendo apés vortexados e feita a placa. Também
foi testada a metodologia Sonicado + Glass Beads, em que esferas de vidro com
aproximadamente 0,1 mm foram colocadas dentro do eppendorf contendo a

amostra do isolado com a solu¢do orgénica e sonicados por 30 min a 22 °C.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Extracdo de proteinas

Um dendograma de relacdo filogenética foi formado pelo programa
Biotyper 3.0 (Bruker).

4.1.1 Dendograma formado pela extracao de proteinas

Na andlise de fungos por MALDI-TOF MS, sdo analisadas as moléculas
de proteinas ribossomais e estruturais, que possuem massa molecular variando
de 2.000 a 20.000 Da, sendo 0 modo linear o mais adequado para esse tipo de
analise (MAIER et al., 2006).

O seguinte dendograma foi formado pela extracdo de proteinas e

agrupamento de 32 isolados de Aspergillus Secao Nigri.
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Figura2 Dendograma dos isolados agrupados por extracdo por protocolo
padrdo (etanol: &cido trifluoracético: acetonitrila)

Pode-se observar que as primeiras 23 posicdes sdo ocupadas por
isolados de Aspergillus niger, sendo a 242 posi¢do ocupada por A. foetidus, a 25°
e 262 posicBes, novamente por Aspergillus niger, a 272 posicdo ocupada por A.
carbonarius e as demais posigdes por A. niger.

4.1.2 Dendograma formado pela extracéo de proteinas por sonicagédo

O seguinte dendograma foi formado através do agrupamento de
proteinas extraidas com o método de sonicagé&o.
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Pode-se observar pelo dendograma formado que as quatro primeiras
posicBes sdo ocupadas por isolados de A. niger, sendo a quinta posi¢do ocupada
por A. foetidus. Segue-se mais nove posicdes ocupadas por A. niger até termos a

15% posicdo ocupada por A. carbonarius. As outras 17 posicdes restantes sdo
ocupadas por Aspergillus niger.

4.1.3 Dendograma formado pela extracéo de proteinas por sonicagdo com
glass beads

O seguinte dendograma foi formado pelo agrupamento de proteinas
extraidas com o método de sonicagdo com glass beads.
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Tem-se nesse dendograma que as 12 posicBes iniciais sdo ocupadas por
isolados do fungo Aspergillus niger, sendo a 13* posicdo ocupada por A.
foetidus. Seguindo o dendograma, as seguintes 10 posicdes também sdo
ocupadas por isolados de A. niger, para se ter na 242 posicdo o fungo A.

carbonarius, finalizando com as oito ultimas posi¢Ges de isolados de A. niger.

4.2 Comparagdo entre os dendogramas

Faz-se observavel que, em cada um dos dendogramas apresentados, 0s
fungos adquirem uma posicdo diferente, de acordo com a metodologia de
extracgao de proteinas utilizada.



27

Tem-se que, no dendograma no qual se utiliza a metodologia de extragéo
sem 0 uso de sonicacdo e/ou glass beads, Aspergillus foetidus ocupa a 242
posicdo, enquanto que na metodologia de extracdo por sonicacdo este fungo
ocupa a quinta posicao e na metodologia de extracdo de proteinas por sonicagao
com glass beads ocupa a 132 posigéo.

O mesmo ocorre com o isolado fangico Aspergillus carbonarius, no
qual, pela metodologia de extracdo de proteinas sem a utilizacdo de sonicacao
e/ou glass beads, se apresenta na 272 ocupacgdo, jA com a metodologia de
extracdo de proteinas por sonicacdo, ocupa a posicdo de nimero 15, sendo que
na metodologia de extracdo de proteinas por sonicacdo com glass beads, aparece
na 242 posicao.

Isso pode ocorrer devido ao fato de o preparo da amostra afetar
diferentes proteinas ou afetar as proteinas de diferentes formas, tornando assim
varidvel o agrupamento de isolados.

Mesmo tendo conhecimento sobre o assunto, a identificacdo de algumas
SecBes pode ser muito complexa pelo grande nimero de espécies que estdo
estreitamente relacionadas, como € o caso da Secdo Nigri. Tem-se, como
exemplo, as espécies de A. niger stricto sensu, brasiliensis, A. foetidus e A.
tubingensis sendo morfologicamente idénticas. Por este fato, sdo classificadas
como A. niger Agregado (CABANES et al., 2002; PARENICOVA et al., 2001).
Devido a dificuldade no processo de identificacdo, o potencial toxigénico dentro
do grupo A. niger Agregado é incerto, com excecdo da espécie A. niger stricto
sensu (FERRACIN et al., 2009).

Devido ao fato de alguns produtos obtidos a partir de Aspergillus niger
possuirem a categoria GRAS da FDA, sendo, portanto considerados como
seguro e utilizados em quantidades significativas como aditivos alimentares, faz-
se necessario a sua identificagdo quanto ao potencial toxigénico. Recentemente,

foi descoberto que além da ocratoxina, espécies de Aspergillus Secdo Nigri
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produzem outro tipo de micotoxina, a fumonisina (ABARCA et al., 2004;
FRISVAD et al., 2007; MOGENSEN et al., 2010).

Maciel (2013) testou 93 linhagens de Aspergillus Se¢do Nigri e obteve
dados de que aproximadamente 23% e 9% foram caracterizadas como
produtoras de ocratoxina A (OTA) e fumonisina B2, respectivamente. Onze
linhagens (em torno de 20%) de toda populagéo de A. niger foram caracterizadas
como produtoras de OTA. Todas as suas linhagens de A. carbonarius avaliadas
foram consideradas produtoras de OTA.

Desse modo, a técnica do MALDI-TOF MS tem sido adotada de forma a
gerar um espectro caracteristico para cada espécie de fungo, a fim de se
identificar os produtores de toxinas, evitando contaminagdes. Atualmente, perfis
protedmicos gerados por MALDI-TOF MS tém sido utilizados como um
importante passo na identificacdo polifasica de fungos filamentosos isolados a
partir de diferentes campos (DIAS et al.,, 2011; PASSARINI et al., 2013;
PEREIRA et al., 2014; RODRIGUES et al., 2011; SANTOS et al., 2010, 2011).
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5 CONCLUSAO

A metodologia de preparo das amostras para leitura no equipamento
MALDI-TOF MS faz com que o agrupamento dos espectros em dendogramas
varie. Portanto, o uso da técnica MALDI-TOF MS deve ser complementada com

outras abordagens polifasicas.
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CAPITULO 2 Avaliacéo do potencial produtor de biossurfactantes de
isolados de Aspergillus niger

RESUMO

Surfactantes sdo moléculas anfipaticas que apresentam em uma mesma
molécula duas porcdes: uma parte hidrofilica e uma parte hidrofébica.
Surfactantes sintéticos sdo utilizados para uma vasta gama de propdsitos, como
emulsificacdo, solubilizacdo, detergéncia e umidificacdo. Biossurfactante é um
grupo de diversas moléculas produzidas por diferentes microrganismos,
classificadas principalmente pela estrutura quimica e origem microbiana. A
maioria dos trabalhos publicados sobre a sintese de biossurfactantes tem sido
realizada com bactérias, sendo poucas as referéncias quanto ao emprego de
fungos filamentosos. O objetivo deste trabalho foi testar o potencial produtor de
biossurfactantes a partir de isolados de A. niger, utilizando Bacillus subtilis
CCMA 0087 como controle. Os isolados fungicos foram cultivados em BDA por
sete dias a 28 °C e a bactéria em meio APGE por 24 horas a 30 °C. Foram
avaliados dois meios fermentativos, sendo um meio com adicdo de 1% de uma
mistura de hidrocarbonetos ao meio de cultura, a fim de ser utilizado como
indutor de producdo do surfactante. A concentracdo inicial do in6culo de
microrganismos foi de 4 x 10° esporos/g de meio. Os cultivos foram realizados
em shaker mantidos a 30 °C, com rotacdo de 120 rpm durante 144 horas. A
obtencdo do biossurfactante a partir dos extratos resultantes da fermentacdo foi
feita por filtragem a vacuo. A determinacdo do indice de emulsificacdo foi
realizada utilizando a metodologia descrita por Cooper e Goldberg (1987). As
analises reoldgicas foram feitas com um valor de tensdo fixo dentro do intervalo
de viscoelasticidade linear. Varreduras de frequéncia de 1,0 a 10 Hz foram
efetuadas a temperatura de 20 °C. Para a andlise da tixotropia, foram aplicadas
rampas de rotacdo variando-se a taxa de deformacgdo. A fitotoxicidade do
biossurfactante foi avaliada em um teste estatico com base na germinacdo de
sementes e alongamento de raiz de Lactuca sativa L (alface) seguindo os
métodos descritos por Tigquia, Tam e Hodgkiss (1996). A bactéria B. subtilis
CCMA 0087 apresentou maior indice de emulsificacdo (51,03%), seguido pelo
isolado A. niger 100 (50,25%). A presenca de indutor favoreceu a producéo do
surfactante, assim como os pH 5,0 e 7,0 e estabilidade até o terceiro dia de
producdo dos isolados testados. Os extratos se apresentaram como fluidos
newtonianos e ndo diferiram nos parametros reoldgicos para viscosidade e
tixotropia e todos 0s extratos mostraram-se fitotdxicos.

Palavras-chave: Emulsificante. Reologia. Fitotoxicidade.
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Evaluation of biosurfactant production capacity of Aspergillus niger isolates
ABSTRACT

Surfactants are amphipathic molecules that present two portions in a
same molecule: a hydrophilic portion and a hydrophobic portion. Synthetic
surfactants are used for a wide range of goals, such as emulsification,
solubilization, detergency and humidification. Biosurfactants are a group of
several molecules, produced by different microorganisms, and mainly classified
by chemical structure and microbial origin. Most published works that concern
the synthesis of biosurfactants have been conducted with bacteria, with little
reference to works with filamentous fungi. The objective of this work was to test
biosurfactant production capacity of A. niger isolates, using Bacillus subtilis
CCMA 0087 as witness. The fungal isolates were cultivated in PDA for seven
days at 28°C, and, the bacteria, in AGPE medium for 24 hours at 30°C. We
evaluated two fermentation mediums, one of them with the addition of 1% of a
mixture of hydrocarbons to the culture medium as indicator for the production of
surfactant. The initial concentration of the microorganism inoculum was of 4 x
10° spores/g of medium. The cultivations were held in shakers maintained at
30°C, with rotation of 120 rpm, for 144 hours. We obtained the biosurfactants
from the extracts resultant of the fermentation by means of vacuum filtration.
The emulsification index was determined using methodology described by
Cooper and Goldberg (1987). The rheological analyses were performed with a
fixed tension value within the interval of linear viscoelasticity. Frequency scans
of 1.0 to 10 Hz were performed at the temperature of 20°C. To analyze
thixotropy, we applied rotation ramps varying the rotation rate. The
phytotoxicity of the biosurfactants was evaluated in a static test based on seed
germination and root lengthening of Lactuca sativa L. (lettuce), according to
methods described by Tiquia et al. (1996). Bacteria B. subtilis CCMA 0087
presented higher emulsification index (51.03%), followed by A. niger 100
isolate (50.25%). The presence of inductor favored surfactant production, such
as occurred with pH 5.0 and 7.0, and stability up until the third day of
production by the tested isolates. The extracts were presented as Newtonian
fluids, and did not differ in concerning the rheological parameters for viscosity
and thixotropy. All extracts were shown to be phytotoxic.

Keywords: Emulsifier. Rheology. Phytotoxisity.
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1 INTRODUCAO

Surfactantes sdo moléculas anfipaticas que apresentam em uma mesma
molécula duas por¢des: uma parte hidrofilica e uma parte hidrofébica (DESAI;
BANAT, 1997; FATHABAD, 2010). Surfactantes sintéticos sdo utilizados para
uma vasta gama de propésitos, como emulsificacdo, solubilizacdo, detergéncia e
umidificagdo. O mercado mundial dos surfactantes corresponde a
aproximadamente US$ 9,4 bilhdes por ano, e estima-se que a demanda por
surfactantes aumente a uma taxa de 35% ao ano (MUTHUSAMY et al., 2008),
porém, estes compostos ndo sdo biodegradaveis, podendo ser toxicos para o
meio ambiente (DESAI; BANAT, 1997).

Biossurfactante € um grupo de diversas moléculas, produzidas por
diferentes microrganismos, classificadas principalmente pela estrutura quimica e
origem microbiana (SAHARAN; SAHU; SHARMA, 2011). Biossurfactantes
tém muitas aplicacBes ambientais, tais como biorremediacdo e dispersdo de
derramamentos de petrdleo, uma melhor recuperacdo de petroleo e de
transferéncia de petréleo bruto. Outras potenciais aplicacbes dos
biossurfactantes relacionam-se com a alimentacdo, cosméticos e limpeza de
quimicos téxicos de origem industrial e agricola (SAHARAN; SAHU;
SHARMA, 2011). Porém, devido aos baixos rendimentos dos processos de
producdo e de recuperacdo e purificacdo, os biossurfactantes ainda ndo sdo
competitivos em relacdo aos surfactantes quimicos quanto a utilizagdo em larga
escala pelo alto custo (RODRIGUES, 2011).

Os fungos apresentam um grande potencial de aplicacdo nas diferentes
areas  industriais, como alimentos, cosméticos e medicamentos
(SUTHERLAND, 1998). Industrialmente, os fungos tém grande importancia
como fontes de lipases, pectinases e celulases, pois as enzimas produzidas por

eles geralmente sdo extracelulares, o que facilita a sua extracdo do meio



39

fermentado e, também por serem considerados microrganismos seguros, para
aplicacdo na industria de alimentos, de bebidas e industria farmacéutica
(PINHEIRO, 2006).

A maioria dos trabalhos publicados tratando sobre a sintese de
biossurfactantes tem sido realizada com bactérias, sendo poucas as referéncias
quanto ao emprego de fungos filamentosos (LUNA-VELASCO et al., 2007). Os
fungos filamentosos apresentam caracteristicas que os classificam como bons
degradadores de 6leos. Devido ao seu crescimento micelial e sua bioatividade,
os fungos ramificam-se rapidamente no substrato, digerindo-o por meio da
secrecdo de enzimas extracelulares (MOLLEA; BOSCO; RUGGERI, 2005).

O objetivo deste trabalho foi testar o potencial produtor de isolados de

Aspergillus niger visando a producdo de biossurfactantes.



40

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Fungos

Os fungos sdo microrganismos eucariontes, heterotréficos, que obtém
sua energia pela degradacdo de moléculas organicas, ocupando variados nichos
ecoldgicos, atuando como parasitas, saprofitas ou entdo estabelecendo relagdes
simbidticas, por exemplo, com algas, formando os liquens (TORTORA;
FUNKE; CASE, 2000).

Fungos sdo organismos extremamente versateis no que diz respeito as
condicdes ambientais. Eles podem alterar suas atividades metabdlicas em
respostas as condi¢des fisicas e quimicas de um ambiente (VASCONCELOS et
al., 2003).

De acordo com Bravo et al. (2000) bactérias, leveduras e outros fungos
tém despertado grande interesse de estudo nos dltimos anos, em razdo das
indmeras vantagens apresentadas, destacando: (1) N&o ha necessidade de
grandes locais para seu crescimento e nao dependem das condi¢cOes
atmosféricas; (2) Fatores de crescimento como pH, concentracdo de nutrientes,
oxigénio e células podem ser facilmente manipulados; (3) Conseguem degradar
e crescer em variados substratos, inclusive residuos industriais, podendo estes
serem aproveitados desde que se escolha o microrganismo apropriado ou
adaptado para a finalidade desejada. Como consequéncia deste fato, tem-se o
controle e a reducgdo dos problemas causados por estes residuos; (4) Possuem
rapido crescimento em condicdes favoraveis, podendo, em relagdo aos fungos, a
populagdo dobrar em um intervalo de 4 a 12 horas, as leveduras de 1 a 3 horas e
as bactérias de 0,5 a 2 horas e (5) Podem ser manipulados geneticamente para a

obtencdo de mutantes desejados.
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Os fungos apresentam um grande potencial de aplicacdo nas diferentes
areas  industriais, como alimentos, cosméticos e  medicamentos
(SUTHERLAND, 1998). Industrialmente, os fungos tém grande importancia
como fontes de lipases, pectinases e celulases, pois as enzimas produzidas por
eles geralmente sdo extracelulares, o que facilita a sua extracdo do meio
fermentado e, também por serem considerados microrganismos seguros, para
aplicacdo na industria de alimentos, de bebidas e industria farmacéutica
(PINHEIRO, 2006).

2.2 Surfactantes

Surfactantes sdo moléculas anfipaticas que apresentam em uma mesma
molécula duas porc¢Bes: uma parte hidrofilica e uma parte hidrofobica (DESAI;
BANAT, 1997; FATHABAD, 2010). Essas moléculas anfipaticas reduzem a
tensdo superficial e interfacial através do acumulo na interface de fluidos
imisciveis, fazendo assim a solubilidade e mobilidade dos compostos
hidrofdbicos ou organicos aumentarem (SINGH; HAMME; WARD, 2007).

I:‘

Hydrophobic group  Hydrophilic group

TPt ttiiiiittl
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Water
Micelle

Figural Esquema didatico sobre a molécula de surfactante e seu agrupamento
em micelas

Fonte: Fathabad (2010).
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Usualmente a porcao apolar é uma cadeia hidrocarbonada em vista que a
porcdo polar pode ser ibnica (anibnica ou catidnica), ndo iénica ou anfotérical.
Pode-se citar como exemplos de surfactantes iénicos utilizados comercialmente
0s sais de amonio quaternario (catibnico) e ésteres sulfatados ou sulfatos de
acidos graxos (aniénicos) (NITSCHKE; PASTORE, 2002).

Os surfactantes constituem uma classe importante de compostos
quimicos, que atuam como dispersantes e/ou solubilizantes de compostos
organicos que apresentam baixa solubilidade em agua (MULLIGAN; YOUNG;
GIBBS, 2001).

Surfactantes sintéticos sdo utilizados para uma vasta gama de propdsitos,
como emulsificacdo, solubilizagdo, detergéncia e umidificacdo. Atualmente, o
mercado mundial dos surfactantes corresponde a aproximadamente US$ 9,4
bilhGes por ano, e estima-se que a demanda por surfactantes aumente a uma taxa
de 35% ao ano (MUTHUSAMY et al., 2008).

Os surfactantes sdo utilizados tanto em escala domeéstica quanto
industrial, tornando-os assim uma importante classe de compostos quimicos
(MAKKAR; CAMEOTRA; BANAT, 2011). Porém, estes compostos ndo sao
biodegradaveis, podendo entdo ser toxicos para 0 meio ambiente (DESAI;
BANAT, 1997).

Diversas metodologias analiticas tém sido utilizadas para monitorar as
propriedades de emulsfes, dentre as quais se destacam medidas de tensdo
superficial e interfacial, inspecdo visual, analise do tamanho de particula,
determinacdo do potencial eletrocinético (potencial zeta) e calculo do indice de
separagdo do 6leo da emulsdo, recorrentes na maioria das publicagfes na éarea,
usadas em conjunto ou isoladamente. Mais recentemente, a avaliacdo da reologia
da emulsdo também tem sido empregada com este fim, embora a correlagdo
entre as propriedades reoldgicas e a estabilidade da emulsdo ainda esteja longe
de ser elucidada (MCCLEMENTS, 1999).
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Grande parte dos surfactantes tem como base derivados de petroleo,
porém avancos rapidos na biotecnologia e a crescente preocupacdo dos
consumidores com a utilizacdo de produtos que ndo agridem o meio ambiente
tém aumentado a possibilidade do uso de surfactantes biologicos (BANAT;
MAKKAR; CAMEOTRA, 2000; DELEU; PAQUOQOT, 2004).

2.3 Biossurfactantes

Os biossurfactantes foram descobertos na década de 60 como compostos
extracelulares anfifilicos em pesquisas de fermentacGes de hidrocarbonetos
(COOPER; ZAJIC, 1980). Biossurfactante é um grupo de diversas moléculas
estruturais, produzidas por diferentes microrganismos, classificadas
principalmente pela sua estrutura quimica e origem microbiana (SAHARAN;
SAHU; SHARMA, 2011). As classes principais incluem glicolipidios,
lipopeptidios e lipoproteinas, fosfolipidios e &cidos graxos, surfactantes
poliméricos e surfactantes particulados (DESAI; DESAI, 1993).

Os biossurfactantes sdo classificados em dois grupos principais: 0s que
reduzem a tensdo superficial da interface ar/dgua, que sdo conhecidos como
biossurfactantes e aqueles que reduzem a tensdo interfacial entre liquidos
imisciveis, atuando também em interfaces sélido/liquido, os bioemulsificantes.
De modo geral, os biossurfactantes também apresentam a capacidade de
emulsificar, mas nem sempre os bioemulsificantes reduzem a tensdo superficial
(FREITAS et al., 2009).

A producdo de biossurfactantes por diversos tipos de microrganismos
vem sendo bastante estudada, indicando uma grande variedade de dados bem
relevantes sobre a producdo, tipo e suas propriedades (MUKHERJEE; DAS;

SEM, 2006). Essas diferencas fazem com que um grupo de surfactantes tenha
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vantagem em uma aplicacdo especifica e outros sejam mais apropriados em
outras aplicacGes (MATSUURA, 2004).

Os biossurfactantes apresentam uma estrutura comum: uma por¢éo
lipofilica usualmente composta por cadeia hidrocarbdnica de um ou mais &cidos
graxos, podendo ser saturados, insaturados, hidroxilados ou ramificados, ligados
a uma porc¢do hidrofilica, que pode ser um éster, um grupo hidroxi, fosfato,
carboxilato ou carboidrato. A grande parte dos biossurfactantes sdo neutros, ou
aniénicos, variando desde pequenos &cidos graxos até grandes polimeros
(BOGNOLO, 1999; CAMEOTRA; MAKKAR, 1998).

Biossurfactantes tém muitas aplicagdes ambientais, tais como
biorremediacdo e dispersdo de derramamentos de petr6leo, uma melhor
recuperacao de petrdleo e de transferéncia de petréleo bruto. Outras potenciais
aplicacBGes dos biossurfactantes relacionam-se com a alimentacdo, cosméticos,
industria de cuidados com salde e de limpeza de quimicos toxicos de origem
industrial e agricola (SAHARAN; SAHU; SHARMA, 2011).

A fermentacdo submersa em relacdo a fermentacdo sélida é a técnica de
fermentacdo mais relatada na literatura para a producdo de biossurfactantes em
virtude de variaveis como a homogeneidade do meio, o pH e a transferéncia de
calor sdo mais facilmente controlados e devido a facilidade e simplicidade de
operacdo (GEORGE et al., 1997).

Entretanto, os biossurfactantes ainda ndo sdo competitivos em relacdo
aos surfactantes quimicos quanto a utilizacdo em larga escala pelo alto custo,
devido aos baixos rendimentos dos processos de produgdo e de recuperagédo e
purificacdo. A possibilidade de utilizacdo de substratos baratos ou subutilizados
pode diminuir drasticamente o custo da producdo e, os residuos organicos e
industriais ou domésticos sdo apontados como possiveis substratos para a sua
producdo econdmica (RODRIGUES, 2011).
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2.3.1 Classificacéo dos biossurfactantes

Contrariamente aos surfactantes sintetizados quimicamente, que sdo
classificados pela natureza do seu grupo polar, os biossurfactantes sdo
classificados por sua composicdo quimica e também pela origem microbiana
(FATHABAD, 2010).

Alguns autores preferem agrupar os biossurfactantes de acordo com seu
peso molecular (BACH; BERDICHEVSKY; GUTNICK, 2003; RON;
ROSENBERG, 2002). Os polimeros de alto peso se ligam fortemente as
superficies estabilizando emuls6es 6leo-agua e agua-6leo, ja os biossurfactantes
de peso molecular baixo reduzem a tensdo superficial de forma eficiente
(CHRISTOFI; IVSHINA, 2002).

De acordo com Ron e Rosenberg (2002), os biossurfactantes com baixo
peso molecular sdo em sua maioria glicolipideos. Ramnolipideo é um dos
glicolipideos mais bem estudados, sendo produzido por diversas espécies de
Pseudomonas. J& os biossurfactantes, que apresentam alto peso molecular, tém
acdo dispersante, prevenindo a coalescéncia das gotas de 6leo na &gua, sendo
produzidos por um variado nimero de espécies de bactérias de diferentes
géneros. S8o compostos de polissacarideos, lipopolissacarideos, proteinas,
lipoproteinas ou complexos de misturas desses biopolimeros.

Os surfactantes lipoprotéicos sdo reconhecidos por suas atividades
antibidticas, sendo que os produzidos por Bacillus sp sdo melhores
caracterizados, isso inclui surfactina, fengicina, liquenisina, micosubtilisina
bacilomicina e iturina. Esse composto se caracteriza pela existéncia de peptidios
ligados a &cidos graxos, sendo que a porcdo proteica da molécula pode ser neutra
ou anibnica (BARROS et al., 2007).

Surfactantes tipo ramnolipideos, trehalolipideos e lipopeptideos séo

produzidos principalmente por bactérias, enquanto que leveduras produzem
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soforolipideos e manosileritritolipideos. J& os fungos filamentosos produzem
acido ustilagico e manosileritritolipideos (BOGNOLO, 1999).
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2.3.2 Aplicacéo dos biossurfactantes

A principal indastria que utiliza os biossurfactantes é a indUstria
petrolifera, que os incorpora em formulacdes de Oleos lubrificantes e na
producdo de petrdleo. Outras aplicacBes estdo relacionadas a biorremediacéo, a
dispersdo no derramamento de Oleos, a recuperacdo melhorada de petréleo
(MEOR), a remocdo e mobilizacdo de residuos de Oleo em tanques de
estocagem, as aplicacOes terapéuticas, a agricultura, mineracdo, aplicacdo em
produtos de higiene e cosméticos e na industria de alimentos (LIU et al., 2004;
NITSCHKE; PASTORE, 2002).

Microrganismos capazes de utilizar hidrocarbonetos como fonte de
carbono realizam a biorremediacdo de petréleo. Esses microrganismos sao
eficazes no processo de degradacdo de varios tipos de hidrocarbonetos — cadeia
curta, cadeia longa e numerosos compostos aromaticos, incluindo
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (todos esses compostos possuem baixa
solubilidade na agua). Isto, aliado ao fato de que o primeiro passo na degradacédo
de hidrocarbonetos envolve as oxigenases ligadas ha membrana, torna essencial
para a bactéria ter um contato direto com os hidrocarbonetos. A emulsificacdo
desse hidrocarboneto é uma estratégia bioldgica para aumentar o contato entre a
bactéria e o hidrocarboneto insolivel na dgua. Dessa forma, ndo é surpreendente
que a bactéria que cresce no petroleo seja geralmente um emulsificador potente.
Esses surfactantes ajudam na dispersdo do 6leo, aumentam a area superficial
para 0 crescimento e ajudam liberar a bactéria da gota de 6leo ap6s a sua
utilizacdo (MATSUURA, 2004; RON; ROSENBERG, 2002).

Na industria de alimentos, utiliza-se o0s biotensoativos como
emulsificantes no processamento de matérias-primas. A emulsificagdo realiza
um importante papel na formagdo da consisténcia e texturas exatas, assim como

na dispersdo de fases creme, maionese, manteiga, molho de saladas, salsichas,
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sorvetes, entre outros, sdo exemplos de emulsGes em alimentos processados
(ACCORSINI, 2010; BANAT; MAKKAR; CAMEOTRA, 2000).

Na industria de cosméticos, sua utilizacdo deve-se as suas propriedades
umectantes, baixo grau de irritacdo e compatibilidade com a pele, assim como as
propriedades espumantes (MAIER; SOBERON-CHAVEZ, 2000).

Estudos comprovando sua atividade antimicrobiana abrem novos
horizontes com relagdo a novas possibilidades de utilizagdo comercial. Como
por exemplo, no campo da medicina, visto que, além de possuirem elevada
atividade antibacteriana, antiviral e antifangica alguns biossurfactantes podem
atuar impedindo a fixacdo de agentes pat6genos, tornando sua utilizacdo
interessante no tratamento de algumas doencas, atuando como agente terapéutico
e probidtico (SINGH; CAMEOTRA, 2004).

2.4 Producdo de biossurfactantes por fungos filamentosos

A maioria dos trabalhos publicados tratando sobre a sintese de
biossurfactantes tem sido realizada com bactérias, sendo poucas as referéncias
guanto ao emprego de fungos filamentosos (LUNA-VELASCO et al., 2007).
Conforme mencionado por Hewald, Josephs e Bolker (2005), a producdo de
glicolipideos extracelulares, com propriedades biossurfactantes vem sendo
detectada em algumas espécies de fungos filamentosos.

De acordo com Atagana, Haynes e Wallis (2006), fungos compdem um
grupo de microrganismos atrativos e promissores para a investigagdo como
agentes degradadores, uma vez que avaliagdes de fungos em escala de
laboratério apresentam um potencial adequado para degradar Hidrocarbonetos
Policiclicos Aromaticos (HPAs) de alto peso molecular e outros compostos

organicos recalcitrantes por meio de sistemas enzimaticos extracelulares.
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Os fungos filamentosos apresentam caracteristicas que os classificam
como bons degradadores de petréleo. Devido ao seu crescimento micelial e sua
bioatividade, os fungos ramificam-se rapidamente no substrato, digerindo-o por
meio da secrecdo de enzimas extracelulares (MOLLEA; BOSCO; RUGGERI,
2005).

A producdo de &cido ustilagico, uma classe de glicolipidios, foi descrita
pela primeira vez em 1950, quando se observou a formacdo de um composto
insoltvel com atividade antibidtica, produzido pelo fungo Ustilago maydis em
cultura submersa. Foi isolado também do mesmo fungo outro glicolipidio
extracelular, o manosil eritritol, com densidade maior que a da dgua (HASKINS,
1950; RODRIGUES, 2011).

Assim como as bactérias, fungos desempenham importante papel em
biorremediacBes gracas as suas caracteristicas morfoldgicas, estratégias
fisiologicas e reprodutivas, que contribuem na adaptacdo em ambientes
contaminados. Com a otimizacdo dos parametros ambientais, em conjunto com a
selecdo de cepas que apresentam rapido crescimento e altas taxas de
sobrevivéncia em concentragdes elevadas de contaminantes, o potencial de
biorremediacdo desse grupo de microrganismos pode ser aumentado
(BENNETT et al., 2001).

Aspergilus fumigatus foi testado com casca de farelo de arroz, obtendo-
se 6timos resultados, utilizando indutores (6leo de soja e 6leo diesel), sendo uma
alternativa pratica e economicamente viavel (CASTIGLIONI; BERTOLIN;
COSTA, 2009).

A avaliacdo qualitativa da produgdo de lipases e biossurfactantes por
fungos isolados de residuos oleosos demonstrou que cepas identificadas como
Aspergillus niger (LEB 025) e Rhizopus sp. (LEB 037 e 044) demonstraram

potencial para a producdo de ambos os compostos de interesse concluindo que
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podem ser utilizados em estudos posteriores de otimizacdo e aumento de escala
do bioprocesso (SPERB et al., 2015).

2.5 Aspergillus niger

O género Aspergillus apresenta mais de 185 espécies, sendo encontrado
nos mais variados habitats. Caracteriza-se por possuir cabecgas conidiais escuras,
geralmente, negras com conidi6foros hialinos a acinzentados e cabecas globosas
(COSTA, 2011). O género apresenta uma ampla variacdo na coloracdo das
colbnias, sendo entdo a principal caracteristica macroscopica utilizada na
classificacdo. S&o encontradas coloragbes de coldnias em tons de verde,
amarelo, cinza, marrom, preto e branco (KLICH, 2002; VARGA et al., 2004).

Aspergillus niger € um dos mais importantes microrganismos utilizados
na indastria biotecnolégica. Ele tem sido usado ja por muitas décadas para a
producdo de enzimas extracelulares e assim como o acido citrico. Na verdade, o
acido citrico e muitas enzimas do A. niger sdo considerados “GRAS”
(geralmente reconhecido como um produto seguro) pelo United States Food and
Drug Administration. Além disso, A. niger é utilizado para biotransformacdes e
tratamento de residuos (SCHUSTER et al., 2002).

O Aspergillus niger atende a varias exigéncias para a producdo
comercial de enzimas, entre elas, destacam-se sua capacidade de se desenvolver
em substratos de baixo custo e a producdo em velocidade acelerada de enzimas
estaveis a variagdes de temperatura e pH, além de serem de facil recuperacéo
(COSTA, 2011).

Mitidieri et al. (2006) testaram o fungo Aspergillus niger a fim de
estabelecer o uso da enzima amilase produzida por ele em detergentes utilizados

em hospitais para limpezas de equipamentos cirdrgicos e endoscopia. A
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atividade desta enzima foi compativel com outras trés formulagbes comerciais

contra a qual foi testada.

2.6 Bacillus subtilis

A bactéria Bacillus subtilis € um bacilo gram positivo de solo, ndo sendo
patogénico nem colonizador de tecidos, naturalmente transformavel (a
habilidade de capturar DNA exdgeno faz parte do seu ciclo de vida) e formador
de esporos (end6sporos) (HARWOOD, 1992).

B. subtilis sdo produtores de lipopeptideos como a surfactina. Esta
contém sete aminoacidos ligados aos grupos carboxila e hidroxila do acido C14
(KANIKUMA et al., 1969). A surfactina em concentragdes menores que 0,005%
é capaz de reduzir a tensdo superficial para 27 mM/m, tornando-a assim um dos
biossurfactantes mais efetivos. Porém, a capacidade e a solubilidade surfactante
da surfactina é dependente do tipo de residuo utilizado como substrato (HUE;
SEMNI; LAPREVOTE, 2001).
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Figura 3 Estrutura quimica da surfactina produzida por Bacillus subtilis

Fonte: Desai e Banat (1997).

Segundo Bueno, Silva e Garcia-Cruz (2010), a grande maioria dos

biossurfactantes produzidos por Bacillus subtilis sdo liberados durante a fase
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exponencial ou na fase estacionaria do crescimento microbiano. Em um estudo
realizado por Barros, Quadros e Pastore (2008), o potencial de produgdo de
biossurfactante por B. subtilis € comprovado, visto que, quando esta era
cultivada em residuos industriais de mandioca, foram capazes de reduzir a
tensdo superficial da 4gua em 72,31 para 27,01 mM.m™.

De acordo com Queiroga, Nascimento e Serra (2003), ao utilizarem B.
subtilis para avaliagdo da tensdo superficial na producéo de biossurfactantes em
presenca de petréleo, foi-se observado uma reducdo na tensdo superficial de 53

mN/m para 25,7 mN/m.
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3 MATERIAIS E METODOS

O meio, as condigdes de cultivo dos fungos e as metodologias das
determinacBes analiticas foram baseados na metodologia proposta por
Castiglioni, Bertolin e Costa (2009), com modificacdes.

3.1 Microrganismos

Foram utilizados isolados do fungo filamentoso Aspergillus niger,
cedidos da cole¢do de fungos da Empresa de Pesquisa Agropecudria de Minas
Gerais (EPAMIG), Lavras — MG. Foram utilizados também isolados de Bacillus
subtilis (CCMA 0087), como controle positivo.

3.2 Preparo do indculo para a fermentacao

A propagacdo do inéculo A. niger foi feita através da técnica de
espalhamento em superficie, realizada em placas de Petri contendo &gar batata-
dextrose (BDA — 200 g¢/L de batata; 15,0 g/L de dextrose; 15 g/L de agar). As
placas de Petri foram mantidas em estufa a 28 °C durante sete dias, visando o
recobrimento completo da superficie e a esporulacdo total dos microrganismos.
Ap0s este periodo, foi realizada a raspagem dos esporos e posterior filtracdo. Na
suspensdo obtida, foi realizada a contagem de esporos em camara de Neubauer
(MARTINS et al., 2006).

Os isolados de Bacillus subtilis foram mantidos em meio APGE
(consistindo de 15,0 g/L &gar; 5,0 g/L peptona; 5,0 g/L glicose e 2,5 g/L extrato
de levedura), a 30 °C, por 24 horas (ISMAIL et al., 2013) com modificacoes.
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3.3 Preparo do meio de fermentacéo

Foram avaliados dois meios fermentativos, que consistiram em uma
solucdo nutriente composta por: 0,5 g de MgS0,.7H,0, 3,0 g de NaNOs, 1,0 g
de KH,PO,, 1,0 g de extrato de levedura e 0,3 g de peptona por litro de agua
destilada, tendo havido também o acréscimo de 1% de 6leo de motor e 1% de
glicose no outro meio, a fim de ser utilizado como indutor.

A concentragdo inicial do indculo de microrganismos foi de 4 x 10°

esporos/g de meio.

3.4 Fermentacao

Os cultivos foram realizados em shaker (TECNAL — TE 424, Brasil),

mantidos a 30 °C, rotacdo de 120 rpm durante 144 horas.
3.5 Extracdo do biossurfactante

A obtencdo do biossurfactante a partir dos extratos resultantes do
processo de fermentacdo pelo fungo A. niger em meio liquido foi efetuada por
filtragem a vacuo. Esse filtrado foi considerado o extrato bruto.
3.6 Variacao de pH

Foram utilizadas trés variacGes de pH: pH 5,0; 7,0 e 9,0.

3.7 Determinacéo do indice de emulsificagdo

A determinacdo do indice de emulsificacdo foi realizada utilizando a

metodologia descrita por Cooper e Goldenberg (1987), em que 2 mL de 6leo de
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soja foram adicionados a 2 mL de extrato bruto, livre de células (centrifugados
por 5 min a 10.000 rpm/ 4 °C), em um tubo de ensaio e vortexado a alta
velocidade por 2 minutos. A estabilidade da emulsdo foi determinada apo6s 24
horas. O indice de emulsdo foi calculado dividindo a altura da camada de
emulsdo pela altura total da mistura e multiplicada por 100. Os ensaios foram

feitos em triplicata.

3.8 Teste de fitotoxicidade

A fitotoxicidade do biossurfactante foi avaliada em um teste estatico
com base na germinacao de sementes e alongamento de raiz de Lactuca sativa L
(alface) seguindo os métodos descritos por Tiquia et al. (1996). A toxicidade foi
determinada em placas de Petri esterilizadas (1 x 10 cm) contendo um papel
Whatman Ne filtro 1 e um papel filtro comercial. Dez sementes foram
inoculadas em cada placa de Petri com 5 mL e 2 mL do extrato bruto. Apés
cinco dias de incubacdo no escuro a 27 °C, a germinacdo das sementes,
alongamento da raiz e o indice de germinacdo (um fator de germinacdo das
sementes e alongamento em relacdo raiz relativa) foram determinados como se

seque:

a) Germinagdo de sementes relativo (%) = (nUmero de sementes
germinadas no extrato / nGmero de sementes germinadas no
controle) x 100;

b) Comprimento radicular relativo (%) = (comprimento médio das
raizes nos tratamentos / comprimento da raiz no controle) x 100;

¢) Indice de germinacdo = [(% de germinacgéo das sementes) x (% de

crescimento da raiz)] / 100%.
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Foi utilizada agua destilada como controle positivo e TRITON X-100
como controle quimico, sendo que este ultimo foi diluido a uma concentracdo de
1%.

Foram utilizadas sementes TOP SEED (AGRISTAR do Brasil Ltda.)

com taxa de germinacao de 85% e pureza de 99%.

3.9 Reologia

O estudo do comportamento reoldgico das emulsdes foi feito utilizando-
se 0 redmetro HAAKE RheoStress 6000 (marca Thermo Scientific) acoplado a
um controlador de temperatura HAAKE UTM Controller (marca Thermo
Scientific). As analises foram realizadas com placas paralelas com 34,997 mm
de didmetro com GAP de 1 mm.

A curva de fluxo foi obtida através de uma curva de escoamento
variando-se a taxa de deformagdo de 0 a 300 s™ durante um periodo de 2
minutos a temperatura de 20 °C.

Nos ensaios oscilatorios, primeiramente foram realizadas varreduras de
tensdo para a determinacgdo do intervalo de viscoelasticidade linear.

Com um valor de tenséo fixo dentro do intervalo de viscoelasticidade
linear, varreduras de frequéncia de 1,0 a 10 Hz foram efetuadas a temperatura de
20 °C.

A programacdo para quantificar o valor de tixotropia utilizada consiste

em:

a) Rampa de aumento de taxa de deformacgédo de 0 a 300 (s-1) por um
periodo de 2 minutos €;
b) Rampa de reducéo da taxa de deformacdo de 300 a O (s-1) por um

periodo de 2 minutos.
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A analise do comportamento reolégico das emulsdes foi realizada nos
extratos brutos de pH 5,0 com trés repeticGes cada. Cada teste foi realizado em
triplicata.

3.10 Analise estatistica

Para determinar as melhores condi¢Ges de producéo de biossurfactante o
experimento foi realizado utilizando trés isolados do fungo Aspergillus niger,
utilizando dois meios fermentativos, um contendo indutor (6leo de motor) e
outro sem indutor, com variagdo no pH (5,0; 7,0; 9,0). Os dados de producdo de
biossurfactantes obtidos foram submetidos a analise de variancia. Em seguida, as
médias foram agrupadas pelo teste de Scott-Knott. Para as analises, foi utilizado
o0 software R. Para as caracteristicas germinacao e tamanho da raiz, foi feita uma
transformacdo dos dados de porcentagem e em seguida estes foram analisados e
as médias agrupadas. Os dados obtidos nas andlises reoldgicas foram ajustados
aos modelos reoldgicos utilizando-se o software SAS e 0s parametros
significativos dos modelos e os valores de tixotropia foram analisados através de
analise de variancia e Teste de Tukey, pelo software Sisvar (UFLA). Os dados

significativos foram analisados através de teste de média.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Potencial de producdo de biossurfactantes

Os dados obtidos sobre a producdo de biossurfactantes estdo

apresentados abaixo.

4.1.1 indice de emulsificacio

A avaliacdo do indice de emulsificacdo teve uma boa precisao
experimental, o coeficiente de variacdo experimental foi de 10,213. As fontes de
variacdo isolado, indutor e dia foram significativas, pelo menos um difere dos
demais, 0 mesmo é valido para dia e indutor (Tabela 1). Os trés pH testados ndo
foram estatisticamente diferentes, dessa forma, a avaliacdo pode ser realizada em

qualquer um dos pH avaliados.



Tabelal Resumo da andlise de variancia conjunta referente ao indice

emulsificacédo (IE)
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de

GL SQ oM Fcalc. Pr(>F)

Isolado 3 342,1 114,02 4,3569 0,004719 *
Indutor 1 576,8 576,82 22,04  3,20E-06 *
Dia 5 1038,1 207,63 7,93 2,74E-07 *
pH 2 66,5 33,23 1,26  0,281591
Isolado:Indutor 3 973,3 324,42 12,39  6,52E-08 *
Isolado:Dia 15 830,1 55,34 2,11 0,007967 *
Isolado:pH 6 236 39,34 1,50 0,174261
Indutor:Dia 5 377,8 75,56 2,88 0,013685 *
Indutor:pH 2 194,2 97,09 3,70  0,024949 =
Dia:pH 10 384,7 38,47 1,47 0,146031
Isolado:Indutor:Dia 15 746,7 49,78 1,90 0,020166 *
Isolado: Indutor:pH 6 845,4 140,89 5,3835  1,88E-05 *
Indutor:Dia:pH 10 433,1 43,31 1,6549  0,087392
Isolado:Dia:Ph 30 871,2 29,04 1,1096  0,315271
Isolado: Indutor:Dia:pH 30 1060 35,33 1,35 0,101764
Residuos 719 188171 26,17

*Teste F significativo a 5% de probabilidade.

As médias foram agrupadas pelo teste de Scott-Knott. Considerando os

isolados testados, dois grupos foram formados (Tabela 2).
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Tabela 2 Valores médios referentes aos indices de emulsificacdo apresentados
pelos isolados testados

_ islao Porcentagem

Bact 51,03 A
100 50,25 A
107 49,73 B

98 49,35 B

As médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade.

Pode-se observar que a bactéria B. subtilis CCMA 0087 e o isolado A.
niger 100 apresentaram indices de emulsificacdo significativamente maiores que
os demais isolados testados. Deve-se observar que a bactéria B. subtilis CCMA
0087 é considerada uma grande produtora de biossurfactantes, ja estudada ha um
longo tempo, ao contrério de A. niger 100, que apresentou um bom resultado,
ndo havendo muitos estudos sobre esse fungo como produtor de
biossurfactantes.

Rocha et al. (2006) estudaram a producdo de biossurfactante por
Acinetobacter calcoaceticus, utilizando suco de caju como meio de fermentacao.
O produto, sintetizado a partir dos acUcares redutores, apresentou um indice de
emulséo para querosene de 80%.

Silva et al. (2010) testaram a cepa da bactéria P. aeruginosa UCP0992
em diferentes substratos e obtiveram um indice de emulsificagdo de 50,2%,
indice esse menor que de B. subtilis CCMA 0087.

Luna et al. (2013) estudaram Candida sphaerica UCP0995, e a testaram
em diferentes meio de cultura, a fim de analisar seu indice de emulsificacdo.
Quando testada com 6leo de motor, eles obtiveram um indice de emulsdo de
praticamente 100%.

Barros, Quadros e Pastore (2008) testaram a linhagem B. subtilis LB5a

para a producdo de emulsificantes em variados hidrocarbonetos, obtendo com 24
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horas uma taxa de aproximadamente 80% de emulsificagdo com hexano +
SDS.ulatt.

Silva et al. (2014) estudaram o potencial de Cunninghamella echinulata
para a producdo de biossurfactantes e bioemulsificantes e obtiveram
aproximadamente 85% de emulsificacdo em 6leo de motor.

Kiran et al. (2009) estudaram o fungo Aspergillus ustus MSF3 quanto ao
seu potencial para producdo de biossurfactantes em variados meios de cultura.
Quando testado no meio de cultura, Sabouraud Dextrose Agar (SDA) obtiveram
aproximadamente 42%.

Com relagdo ao indutor, este também se apresenta como significativo,

como se pode observar na tabela a seguir:

Tabela 3 Valores médios referentes aos indices de emulsificacdo na presenca e
auséncia de indutor

nstr Porcentagem

Com indutor 50,91 A

Sem indutor 49,27 B
As médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade.

O meio de cultura que contou com a adi¢do de indutor mostrou-se mais
efetivo para a producdo de biossurfactantes, apresentando uma producdo
significativamente maior quando comparada ao meio sem indutor, comprovando
o fato de sua presenca no meio estimular a produ¢do do mesmo.

O estudo realizado por Gutifa et al. (2015) com B. subtilis, em que
milhocina foi adicionada ao meio de cultura, apresentou um indice de
emulsificacdo de até 40% em meio contendo 15% de milhocina com 24 horas.

Silva et al. (2014) ao estudarem o fungo Cunninghamella echinulata

com milhocina e residuos de 6leo de soja, testaram a emulsificagdo com éleo de
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motor, 6leo de motor queimado, 6leo de canela e 6leo de soja, obtendo
respectivamente 85%, 80%, 70% e 65%, com 24 horas.

Ao testarem Aspergillus ustus MSF3 com diferentes fontes de carbono,
Kiran et al. (2009) obtiveram uma emulsificacdo de 15% com dleo de soja, 37%
em querosene e 20% em glicose.

O fator dia também apresentou uma significdncia conforme os

resultados apresentados na Tabela 4:

Tabela 4 Valores médios referentes ao indice de emulsificacdo ao longo dos
seis dias

indice de emulsificacio (%)
51,82
50,93
50,35
49,50
49,49
48,44 B

As médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade.

oW > > >
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Pode-se observar que durante os trés primeiros dias de fermentacédo, 0s
indices de emulsificacdo foram maiores e estatisticamente semelhantes em
relagdo aos trés ultimos dias. Este fato pode ter ocorrido devido a quantidade de
nutrientes no meio e a auséncia de metabdlitos toxicos nos trés primeiros dias
em relagdo aos trés ultimos.

O fungo Aspergillus ustus MSF3 foi cultivado durante seis dias por
Kiran et al. (2009), a fim de observar sua capacidade emulsificante. Foram
obtidos os seguintes dados: com 24 horas o fungo havia produzido uma
emulsificacdo de 2%, uma quantidade 25 vezes inferior do que a média
produzida pelos isolados testados neste experimento. No segundo dia, 4% foram

produzidos. Houve um aumento de cinco vezes esse valor no terceiro dia,
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guando foi obtido um percentual de 20% de emulsificagdo. No quarto dia de
teste, A. ustus produziu uma emulsdo de 40%. No quinto dia de experimento, A.
ustus obteve seu maximo de producgdo de emulsificante, com aproximadamente
55%, uma quantidade 5% superior a produzida no mesmo dia pela média dos
isolados deste experimento e 4% superior ao melhor dia de produgéo destes. No
sexto dia, no entanto, houve um decaimento de 50% desta producdo, com um
total de 25% de emulsificante, demonstrando assim uma grande variagdo no
fluxo de producdo de emulsificante, isso contradiz os dados obtidos neste
experimento, em que ha certa regularidade na producdo do mesmo com o
decorrer do experimento.

O fator pH, de grande importancia, nao apresentou variacOes

estatisticamente significantes.

Tabela5 Valores médios referentes a producdo de emulsificantes nos
diferentes pH

e Porcentagem

5 50,46 A
7 50,03 A
9 49,77 A

As médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade.

O fato de o pH ndo ter se apresentado significativo pode ser devido a
amplitude de pH em que os fungos podem se desenvolver, 0 mesmo caso de B.
subtilis.

De acordo com Cooper e Goldenberg (1987), o emulsificante produzido
por cepa de Bacillus cereus foi ativo somente em pH abaixo de 7,0. JA o
emulsificante produzido por Bacillus sp. cepa IAF 343 demonstrou maior
atividade emulsificante &gua em 6leo quando mantido em pH entre 4 e 8, tendo

um total emulsificante de mais de 60%, enquanto B. subtilis produziu
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aproximadamente 50%. Acima do pH 9 e abaixo do pH 3, o indice de emulsdo
foi reduzido em 50%.

Luna et al. (2013) estudaram C. sphaerica em diferentes pH e obtiveram
uma producdo de emulsificante superior a 80% em pH entre 4 e 10 com 6leo de
motor como indutor.

Testando variados pH e utilizando a bactéria P. aeruginosa como
produtora de emulsificante, Silva et al. (2010) obtiveram um indice de
emulsificacdo de aproximadamente 50% em pH entre 4,0 e 8,0 utilizando dleo
diesel.

Suwansukho et al. (2008), testando a cepa B. subtilis MUV4, obtiveram
em pH 7,0 um indice de emulsdo de 66,67% com o biossurfactante bruto.

Silva et al. (2014) testaram a producdo de emulsificante nos pH 2,0; 4,0
e 6,0 com o fungo Cunninghamella echinulata, obtendo respectivamente 80% ,
90% e 80% com 0leo de motor.

Kiran et al. (2009) ao testarem o efeito de variados pH na producéo do
biossurfactante por Aspergillus ustus MSF3, em meio SDA por 120 horas com
3% de salinidade, observaram que o melhor indice de emulsificagdo ocorreu no
pH 9,0 com um indice de 13% de emulsificacdo. No pH 5,0, foram obtidos 4%
de emulsificacdo e no pH 7,0 5% de emulsificacéo.

H& algumas interacGes no experimento gque sdo interessantes, como a
interacdo isolado:indutor significativa, que demonstra que um ou mais isolados
na presenca do indutor obteve melhor producdo de biossurfactantes, conforme

pode ser observado nas tabelas abaixo:



Tabela 6 Analise de variancia referente a interagdo isolado: indutor

DR o o

Pr(>F)

Isolado 3 400,05
Dia 5 224,30

pH 2 105,18
Isolado:Dia 15 81,16
Isolado:pH 6 143,55
Dia:pH 10 47,42
Isolado: Dia:pH 30 38,92
Residuals 360 23,19

0,00
0,00
0,01
0,00
0,00
0,03
0,02

A comparagdo das médias referentes a interagdo significativa entre

isolado x indutor encontra-se representada na Tabela 7:

Tabela 7 Valores médios referentes aos indices de emulsificacdo apresentado

pelos isolados em presenca do indutor

 lsolados Meédia(%)

Bact 53,65
100 50,75
107 49,86
98 49,34

W © >

B

As médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao

nivel de 5% de probabilidade.

Pode-se observar que a bactéria comportou-se de melhor forma em

presenca do indutor, apresentando um indice de emulsificacdo estatisticamente

superior a dos demais isolados testados.

H& também uma interacao indutor: dia:
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Tabela 8 Valores médios referentes aos indices de emulsificacdo apresentados
pelos isolados em presenca do indutor nos diferentes dias

- Média(%)

1 53,81 A
3 51,97 B
2 51,04 C
4 50,00 C
6 49,32 C
5 49,28 C

As médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade.

Pode-se observar trés classes estatisticamente diferentes, sendo que, o
indice de emulsificacdo foi estatisticamente superior aos demais no primeiro dia,
seguido do terceiro, sendo que ambos foram estatisticamente superiores aos
demais dias estudados.

Outra interacdo relacionada ao indutor foi a intera¢do indutor:pH, cujos

resultados encontram-se representados na Tabela 9:

Tabela 9 Valores médios referentes ao indice de emulsificacdo apresentados
pelos isolados em presenca do indutor e em diferentes indices de pH

o Média

5 51,52 A
7 51,26 A
9 49,93 B

As médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade.

Pode-se observar que os indices de pH 5,0 e 7,0, na presenca do indutor,
ndo diferiram estatisticamente, diferenciando-se apenas do tratamento com pH
9,0, que apresentou um decréscimo significativo do indice de emulsificacéo.

Outra interacdo dupla que ocorre é entre isolado:dia, que pode ter

ocorrido devido ao comportamento dos isolados com o passar do tempo,
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afetando sua producdo por fatores, como por exemplo, queda de nutrientes
conforme os dias se passavam, o aumento da populagdo e a producdo de
metabdlitos tdxicos.

Tabela 10 Resumo da analise de variancia da interagdo isolado: dia 1

AN o o fep

Isolado 3 12,87 0,68

Indutor 1 573,16 0,00 *
pH 2 8,82 0,71

Isolado: Indutor 3 36,51 0,24
Isolado:pH 6 52,09 0,06
Indutor:pH 2 98,56 0,02 *
Isolado:Indutor:pH 6 22,08 0,52
Residuals 120 25,45

Pode-se observar que no primeiro dia ndo houve interacao entre isolado:

dia, assim como no segundo dia.

Tabela 11 Resumo da analise de variancia da interacdo isolado: dia 2

D - v o

Isolado 3 6,47 0,84
Indutor 1 69,76 0,08
pH 2 14,86 0,52
Isolado: Indutor 3 47,10 0,11
Isolado:pH 6 10,75 0,83
Indutor:pH 2 5,34 0,79
Isolado: Indutor:pH 6 23,82 0,40
Residuals 120 22,78

Tab — ANOVA interacdo isolado: dia 2.

A partir do terceiro dia, comega a haver diferengas significativas nos

resultados desta interacéo.
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Tabela 12 Resumo da analise de variancia referente a interagdo isolado: dia 3

DA . ov oo

Isolado 3,00 68,10 0,03 *
Indutor 1,00 155,90 0,01 *
pH 2,00 149,73 0,00 *
Isolado: Indutor 3,00 57,40 0,06
Isolado:pH 6,00 28,38 0,27
Indutor:pH 2,00 37,69 0,19

Isolado: Indutor:pH 6,00 66,80 0,01 *
Residuals 120,00 22,23

Conforme a comparacdo de médias apresentados na Tabela 13, pode-se
observar que no terceiro dia avaliado ocorreu uma diferenca significativa entre
os indices de emulsificacdo apresentados pelos isolados testados, em que a
bactéria B. subtilis CCMA 0087 apresentou um indice de emulsificacdo

estatisticamente superior em relacdo aos isolados testados.

Tabela 13 Valores médios referentes aos indices de emulsificacdo apresentados
pelos isolados testados, em presenga do indutor no terceiro dia de

avaliacdo
~ lsolado Média
Bact 52,82 A
107 50,77 B
100 50,59 B
98 49,54 B

As médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade.

No quarto dia de fermentagdo, apresenta-se a mesma interagao.
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Tabela 14 Resumo da analise de variancia referente a interagdo isolado: dia 4

DA . o fep

Isolado 3 163,00 0,01 *
Indutor 1 37,73 0,34
pH 2 42,00 0,36
Isolado: Indutor 3 170,76 0,01 *
Isolado:pH 6 24,58 0,73
Indutor:pH 2 0,46 0,99
Isolado: Indutor:pH 6 72,76 0,11
Residuals 120 41,11

Tem-se no quarto dia uma maior producdo de B. subtilis, sendo diferente
estatisticamente dos isolados. H& também uma ligeira queda na producdo de

emulsificantes.

Tabela 15 Valores médios referentes aos indices de emulsificacdo apresentados
pelos isolados testados, em presenca do indutor no quarto dia de

avaliacdo
_ bolado Média
Bact 52,68 A
100 48,5 B
107 48,49 B
98 48,27 B

Tab — Scott-Knott isolado: dia 4.

A tabela a seguir apresenta a interagdo isolado:dia no quinto dia.
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Tabela 16 Resumo da analise de variancia referente a interagdo isolado:dia 5

IOASI . o PI>F)

Isolado 3 87,793 0,000114 *
Indutor 1 6,917 0,442014
pH 2 9,75 0,4348
Isolado: Indutor 3 184,273 9,58E-09 *
Isolado:pH 6 21,065 0,102319
Indutor:pH 2 40,694 0,033303 *
Isolado: Indutor:Ph 6 75,307 6,12E-06 *
Residuals 120 11,626

Tab — ANOVA interacéo isolado: dia 5.

Tem-se novamente B. subtilis sendo o maior produtor, tendo diferenca

de aproximadamente 7% quando compara ao isolado A. niger 98.

Tabela 17 Valores médios referentes aos indices de emulsificacdo apresentados
pelos isolados testados, em presenca do indutor no quinto dia de

avaliacdo
Bact 51,64 A
100 49,67 B
107 48,35 B
98 48,32 B

As médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade.

Por fim, no sexto dia, ndo ha interacdo entre o isolado:dia.
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Tabela 18 Resumo da analise de variancia referente a interacdo isolado: dia 6.

AR o v oo

Isolado 3 52,79 0,20

Indutor 1 112,96 0,07

pH 2 0,65 0,98

Isolado: Indutor 3 76,95 0,08
Isolado:pH 6 48,73 0,21
Indutor:pH 2 131,89 0,02 *
Isolado: Indutor:pH 6 55,72 0,14
Residuals 119 33,90

Tem-se também algumas interacOes triplas, como por exemplo, a
interacdo isolado:indutor:dia, em que os isolados se comportaram de modo
diferente na presenca do indutor em alguns dias do processo fermentativo, o
mesmo ocorre com a interacdo isolado:indutor:pH, quando os isolados se
comportaram de modo diferente para os diferentes pH na presenca do indutor
6leo de motor.

Os resultados relativos a analise dos tratamentos na auséncia do indutor
demonstraram ndo haver significAncia para as variaveis isoladas e suas

interacBes, conforme apresentado na Tabela 19.

Tabela 19 Analise variancia referente a interacdo da auséncia de indutor com

aos isolados
S - o P
Isolado 3 39,17 0,26
Dia 5 58,45 0,07
pH 2 25,42 0,41
Isolado:Dia 15 23,83 0,65
Isolado:pH 6 37,15 0,26
Dia:pH 10 34,24 0,30
Isolado:Dia:pH 30 25,45 0,66

Residuals 359 29,15
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4.1.2 Reologia

As analises reologicas foram realizadas para se obter a classificagdo
reoldgica das emulsdes. Os dados reoldgicos foram ajustados aos modelos Lei
de Newton, Lei da Poténcia e Hershell-Buckley.

Apbs os ajustes avaliando-se os valores de coeficiente de correlagdo (R?)
e quadrado médio do residuo (QMR) concluiu-se que o modelo da Lei de
Newton explica com maior exatiddo os dados reolégicos obtidos. Portanto a
emulsdo € um liquido newtoniano, ou seja, a viscosidade do fluido ndo muda
com a taxa de cisalhamento aplicada nem com o tempo de analise. Os fluidos
newtonianos apresentam relagdo linear entre a tensdo de cisalhamento e a taxa
de cisalhamento, conforme a Lei de Newton (TADROS, 2010).

Pode-se dizer como exemplo, que durante o escoamento de um fluido
em um tubo, as moléculas colidem entre si e quanto mais proximas das paredes
menor € a velocidade de escoamento aumentando em direcdo ao centro do
liquido. Quando esta velocidade é praticamente igual diz-se que o fluido tem

comportamento newtoniano e a derivada do gréafico é 0 (SANTOS, 2011).



Amostra Lei de Newton Lei da Poténcia Herschell-Buckley

R2 QMR i R2 QMR K n Rz [ QMR T K n
98GI1 | 09715 | 0,6974 | 0.045536* | 0.9703 |0.7046 | 0.047006* | 0.994102* | 0.9704 | 0.7067 | 0.097786 | 0.042645 | 1.010192*
98GI2 | 0.9971 | 0.2690 | 0.055075* | 0.9969 |0.2727 |0.053212* | 1.006402* | 0.9969 | 0.2726 | 0.111703 | 0.048362 | 1.022275
98 GI3 | 0.9837 | 0.5045 | 0.044046* | 0.9829 |0.5080 | 0.050161* | 0.975896* | 0.9829 | 0.5098 | 0.050288 | 0.047729* | 0.984071*
98 SN1 | 0.9846 | 0.6663 | 0.060073* | 0.9850 |0.6453 |0.081664* | 0.942997* | 0.9850 | 0.6476 | 0.104612 | 0.075679* | 0.955536*
98 SN2 | 0.9850 | 0.5080 | 0.045354* | 0.9839 |0.5165 | 0.043955* | 1.005805* | 0.9840 | 0.5166 | 0.177857 | 0.036635* | 1.036005*
98 SN3 | 0.9448 | 1.0865 | 0.050901* | 0.9418 |1.0968 | 0.064521* | 0.955887* | 0.9418 | 1.1013 | 0.106303 | 0.058785 | 0.971261*
100 GI1 | 0.9887 | 0.4763 | 0.049772* | 0.9880 |0.4836 | 0.047061* | 1.010436* | 0.9880 | 0.4850 | 0.112016 | 0.042285* | 1.028234*
100 GI2 | 0.8738 | 1.4983 | 0.045484* | 0.8669 |1.5126 | 0.06219* |0.941907*|0.8669 | 1.5185| 1.5185 | 0.059966 | 0.947867*
100 GI3 | 0.9446 | 1.1225 | 0.052424* | 0.9413 |1.1391 | 0.054975* | 0.991149* | 0.9413 | 1.1429 | 0.152527 | 0.048093 | 1.013302*
100SN1 | 0.9828 | 0.5226 | 0.045379* | 0.9818 |0.5297 | 0.042838* | 1.010745* | 0.9818 | 0.5312 | 0.110575 | 0.038283 | 1.029387*
100SN 2 | 0.9401 | 1.0543 | 0.046885* | 0.9361 |1.0709 |0.047847*|0.996221* | 0.9361 | 1.0751 | 0.050763 | 0.04558 | 1.004245*
100 SN 3 | 0.9390 | 1.2487 | 0.054265* | 0.9355 |1.2674 |0.055584* | 0.995534* | 0.9356 | 1.2711 | 0.22216 | 0.04582 | 1.027606*
107 GI1 | 0.9901 | 0.4431 | 0.049904* | 0.9897 |0.4465 | 0.054953* | 0.982053* | 0.9897 | 0.4478 | 0.071623 | 0.051499* | 0.992786*
107 GI2 | 0.9883 | 0.5076 | 0.054163* | 0.9877 |0.5123 | 0.05921* | 0.98335* | 0.9877 | 0.5140 | 0.073737 | 0.055683* | 0.993519*
107 GI3 | 0.9841 | 0.5065 | 0.043661* | 0.9829 |0.5146 | 0.044273*|0.997428* | 0.9829 | 0.5161 | 0.108961 | 0.039549* | 1.016061*
107SN 1 | 0.9817 | 0.6374 | 0.053197* | 0.9804 |0.6449 |0.060024* | 0.977581* | 0.9806 | 0.6437 | 0.315317 | 0.045751 | 1.022518*
107 SN 2 | 0.9390 | 1.2487 | 0.054265* | 0.9355 |1.2674 |0.055584* | 0.995534* | 0.9356 | 1.2711 | 0.22216 | 0.04582 | 1.027606*
107 SN 3 | 0.9193 | 1.3816 | 0.054623* | 0.9174 |1.3824|0.074978*| 0.9411* |0.9174|1.3874 | 0.042037 | 0.072615 | 0.946353*
Bact GI1 | 0.9809 | 0.5815 | 0.046615* | 0.9798 |0.5856 | 0.054615* | 0.9706* |0.9799 | 0.5871 | 0.151157 | 0.047119 | 0.995015*
Bact GI2 | 0.9847 | 0.5883 | 0.053815* | 0.9845 |0.5827 |0.066644* | 0.960183* | 0.9845 | 0.5849 | 0.002446 | 0.066513* | 0.960507*
Bact GI3 | 0.9852 | 0.6095 | 0.055955* | 0.9843 |0.6176 |0.052078* | 1.01334* | 0.9843 | 0.6190 | 0.163116 | 0.045525* | 1.035618*
Bact SN1 | 0.9987 | 0.1929 | 0.062254* | 0.9986 |0.1953 |0.064024* | 0.994769* | 0.9986 | 0.1942 | 0.119011 | 0.058779* | 1.008901*
Bact SN2 | 0.9986 | 0.1993 | 0.061346* | 0.9987 |0.1902 | 0.067778* | 0.981427* | 0.9987 | 0.1898 | 0.092845 | 0.063289* | 0.992763*
Bact SN 3 | 0.9984 | 0.2240 | 0.061416* | 0.9982 |0.2279 | 0.062055* | 0.998077* | 0.9982 | 0.2286 | 0.059405 | 0.0594* | 1.005309*

Quadro 1 Parametros reoldgicos para as emulsdes obtidas pelos isolados do fungo Aspergillus niger 98, 100 e 107 e pela
bactéria Bacillus subtilis, com e sem indutor, segundo os modelos de Newton, Lei da Poténcia e Herschell-
Buckley

i = viscosidade (Pa.s™); K = indice de consisténcia (Pa.s"); n = indice de comportamento de fluxo (adimensional); t = tensio inicial (Pa); R? =
coeficiente de determinacdo; QMR = quadrado médio do residuo, *Parametros significativos (p<0,01).

€L
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De acordo com Nietschke e Pastore (2002) os biossurfactantes sdo
utilizados como emulsionantes no processamento de matérias-primas, Sseus
principios tensoativos tém aplicacdo em panificacdo e produtos derivados de
carne, pois influenciam as caracteristicas reoldgicas da farinha e a emulsificacao
de gorduras.

Segundo Wazer (1966) o termo “viscosidade” é usado somente para
fluidos newtonianos. Como a emulsédo foi classificada como fluido newtoniano,
a viscosidade é constante e foi analisada por teste de média.

Os valores de tixotropia também foram analisados entre os tratamentos.

Conforme se pode observar na tabela abaixo, ndo houve nenhuma

diferenca significativa em nenhum tratamento:

Tabela 20 Analise de variancia referente ao parametro reolégico viscosidade

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc

Tratamento 22 0,002131 0,000097 1.280 0,238

Repeticdo 2 0,000833 0,000417 6 0,0073
Erro 44 0,00333 0,000076

Foi feito teste de Tukey, com significancia de 5%, a fim de comprovar o que havia sido
apresentado na analise de variancia.
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Tabela 21 Valores médios referentes ao parametro reoldgico viscosidade para 0s
diferentes tratamentos

Tratamentos Média (Pa.s) Resultados do teste
107 Cl1 3 0,04 Al
98 ClI 3 0,04 Al
100S11 0,04 Al
98512 0,04 Al

BACCI 1 0,04 Al
98 Cl1 0,04 Al
100Cl1 2 0,04 Al
100 SN 2 0,04 Al
100ClI1 0,04 Al
107 Cl1 0,05 Al
98S13 0,05 Al
100CI 3 0,05 Al
107 S11 0,05 Al
107 S1 2 0,05 Al

BACCI 1 0,05 Al
107 Cl 2 0,05 Al
107 S13 0,05 Al
98 Cl 2 0,05 Al

BACCI 3 0,05 Al
98SlI1 0,06 Al
BAC SI 2 0,06 Al
BAC SI 3 0,06 Al
BAC SI 1 0,06 Al

As médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de
significancia de 5%. Valores em Pa.s

Sl = Sem Indutor / Cl = Com indutor.

BAC = Bactéria B. subtilis CCMA 0087 / 98; 100 e 107 = Isolados A. niger.

Deste modo, tem-se que todos os tratamentos, incluindo o extrato obtido
a partir da bactéria B. subtilis CCMA 0087, ndo diferiram estatisticamente entre
si. Observa-se ainda que os resultados obtidos quanto a viscosidade

proporcionados pelos extratos a partir dos isolados de A. niger e B. subtilis, em
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presenca ou auséncia do indutor, proporcionaram indices semelhantes de
viscosidade.

Santos (2011) testou um biossurfactantes produzido por P. aeruginosa e
observaram o comportamento de uma solugéo 4,0 g/L do biossurfactante impuro
e outra 4,0 g/L do biossurfactante purificado. Foi observado que os fluidos
comportaram-se como fluidos newtonianos, com viscosidade muito baixa na
ordem de 107 Pa.s.

Martinez-Checa et al. (2007) testaram a bactéria Halomonas eurihalina
F2-7H e puderam observar que, no diz respeito ao comportamento reoldgico,
todos os exopolissacarideos (EPS) sintetizados em suportes de hidrocarbonetos
originaram solu¢Bes com uma viscosidade muito baixa e eram incapazes de
formar solucdes de elevada viscosidade com pH 3.

Os resultados obtidos na presente pesquisa mostraram-se superiores aos
valores citados, confirmando o potencial dos tratamentos para a reducdo da
viscosidade de residuos oleosos.

De forma semelhante ao observado com relacdo aos valores de
viscosidade, ndo ocorreram diferencas estatisticamente significativas nos valores

de tixotropia (p>0,05) conforme apresentado na Tabela 22.

Tabela 22 Resumo da anélise de variancia referente ao pardmetro reoldgico

tixotropia
FV GL QM FC Pr>Fc
Tratamento 22 136506, 473 1,21 0,2876
Repeticio 2 4366,22 0,03 0,962
Erro 44 112735,49

Através dos dados, conclui-se que as emulsdes apresentaram 0 mesmo

comportamento tixotrépico.
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Tabela 23 Valores médios referentes ao parametro tixotropia para os diferentes

tratamentos
Tratamentos Médias (Pa.s") Resultados do teste
98SlI1 -247,66 Al
100SI1 -247,33 Al
98512 -184,33 Al
107 ClI 2 -143 Al
100 S1 2 -108,33 Al
98S13 -47,27 Al
98 CI 3 -43,33 Al
107 Cl1 3 -40,33 Al
BAC SI 2 -29 Al
98 Cl1 -23,66 Al
BAC SI 3 -11,66 Al
98 Cl 2 -11,33 Al
107Cl1 3,33 Al
BACCI 3 5,33 Al
100CI 3 29,33 Al
107 S11 49,33 Al
BACSI 1 69 Al
107 S13 109,66 Al
107 S12 109,66 Al
BAC CI 2 136,33 Al
BACCI 1 169 Al
100Cl1 2 407 Al
100Cl 1 763 Al

As médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de

5% de probabilidade. Valores em Pa.s"
Sl = Sem Indutor / Cl = Com Indutor.

BAC = Bactéria B. subtilis CCMA 0087 / 98; 100 e 107 = Isolados A. niger.

4.2 Teste de fitotoxicidade

A tabela a seguir apresenta os resultados do teste de fitotoxicidade no

que se diz sobre a germinagdo das sementes, tamanho da raiz, e indice de
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germinacdo utilizando 2 mL de extrato bruto. E utilizado como indicador de
auséncia de fitotoxicidade um valor de 80% de indice de germinacdo (TIQUIA;
TAM; HODGKISS, 1996).

Tabela 24 Valores referentes ao teste de fitotoxicidade com 2 mL de extrato em
sementes de Lactuca sativa L. (alface) nos quesitos germinacéo,
tamanho da raiz e indice de germinacdo (IE) para os diferentes

tratamentos
Germinacéo Comprimento raiz indice de

Tratamentos Repeticdo relativa (%) relativo (%) Germinagao (%)
98 SI 1 75,03 35,71 26,80
98 SI 2 100,04 31,77 31,78
98 SI 3 92,89 30,05 27,91
98 ClI 1 92,89 56,29 52,29
98 ClI 2 100,04 37,86 37,87
98 ClI 3 100,04 68,40 68,42
100 SI 1 100,04 13,61 13,61
100 SI 2 89,32 11,07 9,89
100 SI 3 94,64 12,32 11,66
100 CI 1 92,89 96,07 89,24
100 CI 2 103,61 61,47 63,69
100 CI 3 103,61 107,53 111,41
107 Sl 1 75,03 18,07 13,56
107 SI 2 100,04 51,44 51,45
107 Sl 3 96,46 45,47 43,86
107 CI 1 89,32 51,14 45,67
107 CI 2 100,04 42,58 42,60
107 CI 3 96,46 48,76 47,04
BACT SI 1 103,61 41,77 43,28
BACT SI 2 100,04 44,64 44,66
BACT SI 3 103,61 50,93 52,76
BACT ClI 1 85,74 59,86 51,33
BACT ClI 2 107,18 45,18 48,42
BACT ClI 3 107,18 34,64 37,12
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“Tabela 24, conclusdo”

Germinagéo Comprimento raiz indice de

Tratamentos Repeticdo relativa (%) relativo (%) Germinac&o (%)
AGUA 1 85,74 66,96 57,42
AGUA 2 107,18 137,40 147,27
AGUA 3 107,18 95,73 102,61
TRITON 1 75,03 9,67 7,26
TRITON 2 42,87 11,61 4,98
TRITON 3 53,59 13,39 7,18

Sl = Sem indutor / Cl = com indutor
BAC = Bactéria B. subtilis CCMA 0087 / 98; 100 e 107 = Isolados A. niger.

Tem-se que os tratamentos obtiveram um bom indice de germinacao
relativa, com a grande maioria acima de 80% de germinacdo, sendo que o
TRITON X-100 1% apresentou a menor taxa de germinacdo e a bactéria B.
subtilis sem indutor a melhor taxa de germinacdo. No quesito comprimento
relativo da raiz, tem-se que o isolado 100 de A. niger com indutor apresentou um
bom comprimento radicular relativo, e mais uma vez, TRITON X-100 1%
apresentou o menor comprimento radicular relativo. Com relacdo ao indice de
germinacdo, tem-se que o extrato do isolado 100 de A. niger com indutor ndo se
apresentou fitotoxico, tendo um indice de germinacéo de 11, 41%.

Luna et al. (2013) testaram a fitotoxicidade do seu biossurfactante
isolado de Candida sphaerica cultivado em &gua destilada suplementado com
9% de 6leo de amendoim refinado e 9% de milhocina contra Lactuca sativa L.
(alface). Foram testadas diferentes concentragfes e os resultados obtidos para
germinac&o da semente foram 100% para todas as concentragdes.

Quando se analisa o tamanho da raiz, novamente tem-se que 0
tratamento Bact SN 1, 2 e 3 apresentou um crescimento superior aos outros
extratos, com uma média de aproximadamente 56, 45%. Entre os tratamentos
com extratos fngicos, novamente o que apresentou melhores resultados foi o

107 Gl 1, 2 e 3, com média aproximada de 42, 41%. As sementes que receberam
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o tratamento com &gua destilada obtiveram um resultado médio de 100%. As
sementes que receberam o tratamento TRITON X-100 1%, apesar de terem
germinado com média superior de 80%, ndo conseguiram se desenvolver bem,
tendo um tamanho relativo de raiz de aproximadamente 18,94%.

Luna et al. (2013) testaram a fitotoxicidade do seu biossurfactante
isolado de Candida sphaerica cultivado em agua destilada suplementado com
9% de 6leo de amendoim refinado e 9% de milhocina contra Lactuca sativa L.
(alface). Foram testadas diferentes concentraces e os resultados obtidos para
elongacdo da raiz foram de 125% para 0,125 g/L (1/2 CMC); 138% para 0,25
g/L (1 CMC) e de 167% para 0,5 g/L (2 x CMC).

Quando o fator indice de germinagdo foi avaliado, ndo se observou uma
variagdo dos resultados. O tratamento Bact SN 1, 2 e 3 apresentou o melhor
indice, com média de aproximadamente 50%. Entre os tratamentos com extrato
fangico, destacou-se 107 Gl 1, 2 e 3, com média em torno de 28, 5%. O controle
com &gua destilada obteve um indice de germinacdo média de 100% e o controle
quimico com TRITON X-100 1% obteve média de 15,8%.

Luna et al. (2013), testaram a fitotoxicidade do seu biossurfactante
isolado de Candida sphaerica cultivado em &gua destilada suplementado com
9% de 6leo de amendoim refinado e 9% de milhocina contra Lactuca sativa L.
(alface). Foram testadas diferentes concentracbes e os resultados obtidos para
indice de germinacdo foram de 125% para 0,125 g/L (1/2 CMC); 138% para
0,250 g/L (1 CMC) e 167% para 0,5 g/L (2 x CMC).

Silva et al. (2010) testaram a fitotoxicidade do seu biossurfactante
produzido por Pseudomonas aeruginosa UCP 0992 contra sementes de Brassica
oleracea (couve) em diferentes concentracbes e obtiveram um indice de
germinacdo de 245, 187, 132 e 87%, respectivamente nas concentragdes de 175,
350, 525 e 700 mg/L.
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Rufino et al. (2014) testaram a fitotoxicidade de Candida lipolytica e os
resultados obtidos indicam que as solucOes testadas nao apresentaram efeitos
inibitérios sobre a germinacdo das sementes e alongamento da raiz da couve,
pois apresentaram indice de germinagdo de 136% para solugdes de 60 mg/L do
biossurfactante, sendo possivel visualizar as folhas e o alongamento de raizes
secundarias.

Qazi et al. (2013) estudaram os efeitos da fitotoxicidade do seu
biossurfactante produzido pelo fungo Fusarium sp em sementes de nabo
forrageiro (Raphanus sativus L.) BS-8. Observaram que o biossurfactante teve
efeito significativo na germinacéo de sementes e apresentou 5%, 10% e 15% de
inibicdo da germinacéo a 40, 50 e 60 mg mL™ respectivamente. O sobrenadante
livre também mostrou o efeito significativo na raiz e comprimento da parte
aérea, com 25% de inibicdo da germinacdo de sementes.

Tem-se a seguir o teste de Scott-Knott para as caracteristicas de
germinacgdo e comprimento radicular de sementes de Lactuca sativa L. (alface)

testados com 2 mL de extrato.
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Tabela 25 Valores médios referentes a germinacdo e tamanho da raiz de
sementes de Lactuca sativa L. (alface) tratada com 2 mL dos extratos

brutos
Tratamentos Germinagédo Comprimento radicular

98 Sl 8,33A 0,72 A
98 Cl 9,11 A 121 A
100 Sl 8,83 A 0,27B
100 CI 9,33A 1,97 A
107 Sl 8,44 A 0,85 A
107 CI 8,77 A 1,06 A
BACT Sl 955 A 1,02A
BACT ClI 9,33A 1,04 A
AGUA 9,33A 2,24 A
TRITON 5,33B 0,25B

As médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade.

Sl = Sem Indutor / Cl = Com indutor

BAC = Bactéria B. subtilis CCMA 0087 / 98; 100 e 107 = Isolados A. niger.

Observa-se que com relacdo a germinacdo, tem-se dois grupos
estatisticos, sendo que apenas 0 TRITON X-100 1% faz parte de um grupo
estatistico diferente. J& no quesito comprimento radicular, novamente tem-se
dois grupos, sendo que TRITON X-100 1% e o isolado A. niger 100 sem indutor

fazem parte do grupo B.
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5 CONCLUSOES

O isolado Aspergillus niger 100 apresentou um bom indice de
emulsificacdo até o terceiro dia de avaliacao.

Os isolados de A. niger testados apresentaram potencial positivo para a
reducdo de viscosidade de residuos oleosos.

A adicdo do indutor 6leo de motor é necessaria para a comprovacao da
capacidade surfactante dos tratamentos.

O poder emulsificante dos tratamentos apresentou relacdo com os dias
de analise (maximo terceiro dia) e as melhores produgdes aconteceram no pH
5,0enopH 7,0.

O poder emulsificante ndo foi comprovado por meio das analises
reoldgicas.

Os resultados referentes a fitotoxicidade foram insuficientes para
comparar a fitotoxicidade dos biossurfactantes com relacdo aos tratamentos

padroes.
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