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SOLID-STATE BIOSURFACTANT PRODUCTION BY Aspergillus fumigatus USING AGRICULTURAL RESIDUES AS
SUBSTRATE. The objective of this study was to investigate biosurfactant production in solid state by Aspergillus fumigatus in fixed-

bed column bioreactors using substrate based on agricultural residues. Without a supplementary carbon source the highest emulsifying
activity (EA) was 11.17 emulsifying units (EU) g of substrate at an aeration rate of 148 mL h'g"! but in the presence of diesel oil
the highest EA value was 9.99 EU g at an aeration rate of 119 mL h'g"! of substrate while supplementation with soya oil resulted

in only 8.47 EU g'! of substrate at an aeration rate of 119 mL h''g"!.
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INTRODUCAO

Mudancas realizadas nos processos de fermentacdo em estado
s6lido (FES) tém mostrado vantagens quanto ao rendimento e poten-
cial de recuperacio de produtos, quando comparados aos processos
submersos.' Devido a capacidade de crescimento em baixos niveis
de 4gua nos sistemas de FES, os fungos filamentosos tém recebido
maior atengdo nas pesquisas.> Culturas de Rhizopus, Trichoderma,
Penicilium e Aspergillus sdo exemplos de alguns fungos utilizados
para obtengdo de vdrios bioprodutos por FES.?

A sintese microbiana dos biossurfactantes ocorre especialmente
durante o crescimento em substratos imisciveis em dgua. Devido a
baixa toxicidade e alta biodegradabilidade, estas moléculas podem
ser usadas amplamente no processamento de alimentos (emul-
sificantes e umectantes), na industria de cosméticos, farmacos,
detergentes, entre outros. Além disso, sio ecologicamente seguros e
podem ser aplicados nos processos de biorremediagdo e tratamento
de efluentes.*

O potencial de aplicagdo de compostos de superficie ativa,
como € caso dos biossurfactantes, é baseado nas propriedades de
emulsificagdo, umedecimento, solubilizag¢do, de-mulsificacio, se-
parag@o, inibicdo de corrosdo, redu¢do de viscosidade de liquidos,
entre outros.’®

Os biossurfactantes apresentam a capacidade de emulsificar mis-
turas de hidrocarbonetos em dgua. Isto pode ser demonstrado através
do aumento significativo da degradagio dos hidrocarbonetos presentes
no meio, o que torna sua utilizagdo em processos de biorremediagdo
de solos e mananciais contaminados muito freqiiente.” Esse processo
dinimico € baseado na habilidade dos biossurfactantes reduzirem a
tensdo superficial pelo remanejamento molecular, através do actimulo
de compostos insoldveis em superficies, influenciando as ligacdes de
hidrogénio e interagdes hidrofilicas-hidrofébicas. Isto faz com que a
area superficial aumente, proporcionando uma maior biodisponibili-
dade e conseqiiente aumento da biodegradabilidade.?®

As modificagdes das condigdes fisioldgicas e da composi¢do do
meio de cultivo sdo algumas alternativas que vém sendo estudadas
para o aumento da produtividade dos biossurfactantes.’ A produgéo de
biossurfactante dispensa o uso de substratos de alto custo, podendo ser
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utilizados residuos agroindustriais, o que economicamente viabiliza o
processo, uma vez que o meio de cultivo representa aproximadamente
50% do custo final do produto.'®

Um dos grandes mercados para os biossurfactantes € a industria
petrolifera, onde sdo usados na producio do petréleo e na incorpo-
ra¢do de 6leos formulados. Durante a dltima década, a demanda
de surfactantes aumentou em aproximadamente 300% na inddstria
quimica dos EUA.! Sua produg¢do mundial excede 3 milhdes de t por
ano, o que corresponde 4 bilhdes de ddlares.'> Melhorar a recupe-
racdo de dleo também representa um grande futuro para o mercado
de biossurfactantes.'

Tendo em vista as observacdes mencionadas anteriormente, o
presente trabalho teve por objetivo produzir biossurfactante de As-
pergillus fumigatus por fermentagio em estado s6lido, variando-se a
vazdo de ar e a fonte adicional de carbono no meio de cultivo.

PARTE EXPERIMENTAL
Microrganismo

O microrganismo utilizado nos experimentos foi a cepa do
fungo filamentoso Aspergillus fumigatus, isolado de um local
contaminado por hidrocarbonetos situado no estado de Sao Paulo
(Brasil). Esta cepa foi cedida pelo Laboratério de Microbiologia
de Alimentos, da Faculdade de Engenharia de Alimentos da Uni-
versidade Estadual de Campinas (FEA/UNICAMP), mantida em
tubos de ensaio, com agar batata-dextrose (PDA) adicionados de
1% (v/v) de glicerina a 4 °C.

Fermentacéo em estado sélido (FES)

Os cultivos foram conduzidos no sistema descrito por Hasan et
al.,"* conforme apresentado na Figura 1. As fermentagdes realizadas
em biorreatores de coluna encamisada (7), com dimensoes internas de
50 mm de didmetro e 250 mm de altura, foram mantidas em banho-
maria termostatizado (1) durante 144 h. O ar fornecido por bombas
de diafragma (2) foi filtrado (3), umidificado (5) e transferido para o
eliminador de gotas (6), com o objetivo de manter a umidade do ar
constante. A inje¢do de ar de cada experimento foi controlada através
de rotdmetros (4) instalados na base de cada biorreator.
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Figura 1. Representacdo esquemdtica da fermentagcdo em estado solido
realizada em biorreatores de coluna

O meio de cultivo foi composto por 250 g de casca e farelo de
arroz (15:85). O farelo foi moido em moinho de facas, utilizando
malha de 1 mm. Apds a moagem, o farelo foi peneirado e as par-
ticulas com didmetro entre 0,42 e 0,50 mm foram utilizadas nos
experimentos. Além da casca e do farelo de arroz, também fez parte
do meio fermentativo 90 mL de solugdo nutriente composta por (g
L1): MgS04.7H,0 (0,5), NaNO, (3,0), KH,PO, (1,0), extrato de
levedura (1,0) e peptona (0,3).

Oleo de soja e 6leo diesel foram adicionados na proporcio de 1%
(w w), como fonte adicional de carbono em experimentos separados,
para posterior comparagio com experimentos na sua auséncia. Além
de cultivos sem alimentag@o de ar, foram avaliadas as aeracoes 40, 60,
100,120e200mL_g - h'. As condigcdes fisico-quimicas utilizadas
nos experimentos foram 30 °C, concentracdo inicial de esporos 4.10°
esporos g !, pH 4,5 e umidade 50%.

meio

Extracao do biossurfactante

A extracdo do biossurfactante do meio fermentado foi realizada
com dgua destilada a 90 °C na proporcdo 1:5 (uma parte de soluto
para cinco partes de solvente). Apés a adicio do solvente, a amostra
foi submetida a agitaciio em shaker Certomat, BS-1 a 160 rpm e 50
°C por 30 min. A seguir, as amostras foram filtradas a vicuo em funil
de Biichner, obtendo os extratos para andlise.

Determinacoes analiticas

As amostras foram coletadas em intervalos de 24 h e todas as
andlises realizadas em triplicata. A umidade foi determinada segundo
a metodologia da AOAC,' para posterior conversio dos resultados
para base seca.

A atividade emulsificante (AE) foi determinada utilizando a meto-
dologia descrita por Johnson et al..'® O filtrado proveniente da extragao
do biossurfactante juntamente com dgua destilada e 6leo de soja foi
agitado durante 1 min, deixado em repouso por 60 min e posteriormente
submetido a leitura em espectrofotdmetro. A atividade emulsificante foi
expressa em unidades emulsificantes (UE g'), definida como a massa
de biossurfactante necessdria para aumentar a absorbancia (Abs) em 1,0
unidade a 610 nm, quando comparada com o branco (Equacio 1).
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onde: Abs = absorbancia da suspensdo do 6leo em dgua; D = diluicdo
da amostra em dgua; m = massa da amostra imida (g); U = umidade
do meio fermentado.

Tratamento dos resultados

Os resultados foram avaliados primeiramente através de andlise
estatistica utilizando o software R, versdo 2.0.0 (Core Team), seguida
das analises de variancia uni e multivariada. Nesta tltima, foi realizada
andlise de cluster utilizando o método de Manhattan, considerando a
distancia entre os resultados de AE mais préximos como a distancia
entre 0s agrupamentos.

Em cada condigdo de aeracgdo foram coletados resultados 6timos
de AE, posteriormente maximizados em funcéo da aeragio. As curvas
de AE d6timas referentes a cada aeragd@o utilizada foram ajustadas
polinomialmente, para se estabelecer a tendéncia do comportamento
do processo de produgao do biossurfactante e determinar a condi¢ao
6tima de operacao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

E possivel observar no decorrer da fermentacio que os compor-
tamentos de atividade emulsificante para as condicdes de aeragdo
estudadas foram diferentes. Este comportamento foi verificado
independente da fonte adicional de carbono utilizada, mostrando
que a producdo de biossurfactante foi influenciada pela taxa de
ar fornecida ao meio de fermentagdo nas diferentes condigdes
nutricionais.

De acordo com os valores encontrados, os experimentos sem
fonte adicional de carbono foram os que apresentaram os melhores
resultados. Na Figura 2 sdo mostrados os perfis de AE encontrados
para as diferentes aeracdes utilizadas nos experimentos sem fonte
adicional de carbono.
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Figura 2. Perfil de atividade emulsificante (AE) em fun¢do do tempo de
fermentagdo (1) para os experimentos utilizando (0) 0, (O) 40, (0) 60, (D)
100, () 120 ¢ (M) 200 mL g

ar.O meio

! sem a utilizagdo de fonte adicional de
carbono

Veenanadig ef al.'” estudaram o efeito do fornecimento de ar ao
meio de fermentacdo semi-s6lida em biorreatores de coluna com leito
fixo utilizando Bacillus subtilis FE-2. Encontraram melhores resulta-
dos nos experimentos com maiores taxas de ar. Isto resultou em uma
fermentagdo mais eficiente, observada pelo aumento da quantidade
de biossurfactante produzido. No entanto, neste tipo de biorreator,
taxas de ar muito elevadas podem ocasionar a diminui¢éio da umidade
do meio de fermentacdo. Tal comportamento foi verificado neste
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trabalho, sendo que o fornecimento de 200 mL,_ g __ ' h™' resultou na
perda de até 16,02% da umidade do meio e a conseqiiente redugao da
produgdo de biossurfactante. A maioria dos experimentos apresentou
os melhores resultados de AE em 120 h de fermentacao.

Para verificar se as condigdes estabelecidas influenciaram no
processo de fermentacao, foi construido o grafico de Andrews (Figura
3), seguido da andlise de variancia dos resultados. Os experimentos
frente as diferentes condi¢des de aeracdes apresentaram diferengas
significativas (p <0,01), uma vez que as linhas (que representam cada
condicdo experimental) ndo se sobrepuseram. Este comportamento
também foi verificado nos experimentos utilizando dleo de soja e
6leo diesel como fonte adicional de carbono.
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Figura 3. Grdfico de Andrews para os experimentos sem fonte adicional de
carbono utilizando diferentes aeragoes

Na andlise dos resultados algumas condi¢des experimentais
apresentaram comportamentos semelhantes, o que sugere a existéncia
de grupos de experimentos com comportamentos parecidos, capaz

de representar a influéncia de algumas varidveis do processo. Para
verificar esta afirmacdo foi aplicada a andlise de cluster, mostrada

na Figura 4.
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Figura 4. Diagrama de cluster para os resultados de atividade emulsificante,
onde as letras referem-se aos experimentos sem fonte adicional de carbono
(SF), oleo de soja (S) e dleo diesel (D) e os niimeros correspondem a vazdo
de ar (mL g

ar ©meio

T hl) e “sem” aos experimentos sem fornecimento de ar

Como a andlise de cluster € um processo de parti¢do de uma
populacdo heterogénea em vdrios subgrupos mais homogéneos,
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no agrupamento nio hd classes pré-definidas, os elementos sdao
agrupados de acordo com a semelhanga. Com a aplicacdo desta
técnica de andlise classificatria multivariada foi possivel verificar a
existéncia de 4 grupos de experimentos com diferentes similaridades
em relacdo a taxa de ar fornecida ao meio de fermentacdo: Grupo
1, experimentos sem aeragdo e com 200 mL_ g .- h'; Grupo 2,
60e 100mL_g . -'h'; Grupo 3,40mL_ g .-'h'e, Grupo 4, 120
mL_g .- h'. No Grupo 1, o comportamento observado deve-se
aos extremos de aeracdo utilizados, compreendendo o grupo que
apresenta os menores valores de AE seguido, em ordem crescente,
pelos Grupos 3, 2 e 4.

Os experimentos utilizando 120 mL_g . - h™', por ndo ter apre-
sentado comportamentos similares, foi considerado como um tnico
grupo (Grupo 4), mostrando que além de apresentar as maiores AE,
a influéncia da fonte adicional de carbono pode ser observada nos
melhores resultados encontrados.

O fornecimento de ar ao meio de fermentagdo apresenta uma im-
portancia fundamental para produgio de energia a partir da oxidagao
biolégica do carbono presente nos residuos organicos. Parte dessa
energia € utilizada no metabolismo dos microrganismos e o restante ¢
liberado na forma de calor. A varia¢do da vazdo de ar ao meio de cultivo
com Aspergillus fumigatus apresentou uma variagdo significativa na
producio de biossurfactante, o que mostra ser um parametro importante
para estabelecer as melhores condigdes do processo. Com isto, a melhor
AE proveniente de cada condi¢do de aeracdo foi ajustada a uma equagio
polinomial, com objetivo de estabelecer a tendéncia do comportamento
experimental para cada meio de cultivo (Figura 5).
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Figura 5. Mdximas atividades emulsificantes (AE) encontradas para as
diferentes vazoes de ar estudadas para os meios (0) sem fonte adicional
de carbono, () com dleo de soja e (D) dleo diesel, para seus respectivos
resultados ajustados (—), (----) e (- ++)

Através do ajuste matematico foram gerados 350 pontos referen-
tes a cada condi¢@o nutricional utilizada, tornando possivel propor a
melhor atividade emulsificante para cada uma destas condi¢des. Na
auséncia de fonte adicional de carbono foi encontrado 11,17 UE g!
de atividade, fornecendo de 148 mL,_ g . -'h, para os experimentos
com 6leo diesel 9,99 UE g utilizando 140 mL_g .- h' e com
6leodesoja8,47UEg'em 119 mL g . ' h'. Através da diferenca
encontrada entre os resultados de AE foi observada a influéncia do
meio nutricional na producdo de biossurfactante, mostrando que
a auséncia de fonte adicional de carbono pode ser vantajosa em
relacdo as demais fontes utilizadas neste processo.

Hommel e Huse'®* mencionam que os biossurfactantes sdo
predominantemente sintetizados por microrganismos capazes de
degradar hidrocarbonetos, mas também podem ser produzidos por
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microrganismos que utilizam como fonte de carbono, glicose, saca-
rose, glicerol, etanol, entre outros. Varios sdo os estudos envolvendo
autilizagdo de diferentes substratos na producdo de biossurfactantes,
mostrando que podem atuar como indutores, influenciando no tipo
e no rendimento do biossurfactante.'

Os resultados encontrados neste trabalho podem ser explicados
pela afirmacdo de LeviSauskas et al.,° que mencionam que a con-
centragdo de carbono, nitrogénio e fontes de nutrientes especificos
para taxa de crescimento celular sdo os principais fatores que in-
fluenciam a biossintese de biossurfactante. Uma vez que a producio
de biossurfactante € dependente do tipo, da quantidade e qualidade
da fonte de carbono,?! da concentragdo de N, P, Mg, Fe e Mn no
meio?** e das condicdes fisico-quimicas, incluindo pH, tempera-
tura, agitagdo e razdo da diluicdo,? os resultados encontrados sem
o uso de fonte adicional de carbono nas condi¢des utilizadas para
sintese destes compostos por Aspergillus fumigatos foram as mais
vantajosas do ponto de vista pratico e econdmico.

CONCLUSAO

Os experimentos que utilizaram diferentes fontes adicionais
de carbono apresentaram comportamentos diferenciados nos
resultados de atividade emulsificante para as aeragdes avaliadas,
sendo possivel verificar a existéncia de 4 grupos de experimentos
relacionados com o comportamento da producdo de biossurfac-
tante: Grupo 1, experimentos sem aeragdo e com 200 mL g .-
h'; Grupo 2,60e 100mL_g .- h'; Grupo3,40mL_g . “'h'e,
Grupo 4, 120mL g -'h'. A maioria dos experimentos apresen-
tou melhores resultados em 120 h apds o inicio do processo. As
atividades emulsificantes encontradas apds o ajuste polinomial dos
resultados foram 11,17 UE g'! para o meio sem fonte adicional de
carbono e aeragdo 148 mL g . -'h', 9,99 UE g utilizando dleo
diesele 140mL_g  “h'e 8,47 UE g'com6leodesojae 119 mL
g, 0. O significativo aumento da produgio de biossurfactante
no meio de cultivo sem fonte adicional de carbono demonstrou ser
uma das alternativas mais praticas e economicamente vidveis para
a sintese destes compostos em fermentagdo semi-sélida utilizando
Aspergillus fumigatus.
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