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RESUMO

A produgdo de produtos da mandioca (Manihot E. Crantz) gera residuos agroindustriais
como a casca, entrecasca e pontas da raiz. Os residuos gerados na producio podem
representar até 1,8% do volume colhido, existindo a necessidade de estudos para a
viabilizag@o do seu aproveitamento na indtstria. Nesse sentido, o presente trabalho buscou
avaliar o potencial de producdo de biossurfactante tendo as, entrecasca e polpa, da raiz da
mandioca como substratos, utilizando Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 em
fermentacdo submersa. Nas condicdes de temperatura a 37° C, razdo de aeracdo 0,4 v/v e
agitacdo de 100 rpm por 22 horas, variou-se a concentragao de s6lidos e o uso de sais. Foi
analisado o comportamento cinético de fermentacdo, onde observou-se a variagdo da
concentracdo de substrato (S), concentragdo de microrganismos (X) e tensdo superficial
(TS). Além disso, avaliou-se o indice de emulsificacdo (E24). Os resultados demonstraram
melhor producdo para a concentragdo de sélidos a 250 g/L. para ambos os substratos, na
faixa de 16 a 18% de reducdo de tensdo superficial. O uso de sais desfavoreceu a producio
de biossurfactante para ambos os substratos. A cinética de fermentacdo demonstrou uma
estabilidade na queda de tensdo superficial ap6s 26 horas de produgdo para a entrecasca, €
de 10 horas para a polpa. As maiores reducdes de tensdo superficial obtidas foram na faixa
de 18 a 20%. Ja os melhores indices de emulsificacdo obtidos foram de, 55% para a
entrecasca e de 60% para a polpa, utilizando o querosene como fonte de hidrocarboneto.
Demonstrando assim, que a apesar da polpa favorecer maior producao de biossurfactante,
a entrecasca também obteve boa producdo e, portanto, tem potencial para a realizacao de

mais estudos na drea biotecnoldgica.

Palavras-chave: Biossufactante, Pseudomonas aeruginosa, Fermentacao, Mandioca.
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ABSTRACT

The production of cassava products (Manihot E. Crantz) generates agro-industrial residues
such as the husk, ribs and root tips. The waste generated in production can represent up to
1.8% of the volume harvested, and there is a need for studies to enable its use in the
industry. In this sense, the present work sought to evaluate the potential for biosurfactant
production using cassava root bark and pulp as substrates, using Pseudomonas aeruginosa
ATCC27853 in submerged fermentation. Under temperature conditions at 37° C, aeration
ratio 0.4 v /ve stirring at 100 rpm for 22 hours, the concentration of solids and the use of
salts were varied. The kinetic behavior of fermentation was analyzed, where the variation
of substrate concentration (S), concentration of microorganisms (X) and surface tension
(TS) was observed. In addition, the emulsification index (E24) was evaluated. The results
showed better production for the solids concentration at 250 g/L for both substrates, in the
range of 16 to 18% of surface tension reduction. The use of salts did not favor the
production of biosurfactant for both substrates. The fermentation kinetics showed a
stability in the surface tension drop after 26 hours of production for the rind, and 10 hours
for the pulp. The greatest surface tension reductions obtained were in the range of 18 to
20%. The best emulsification indexes obtained were 55% for the rind and 60% for the pulp,
using kerosene as a hydrocarbon source. Thus, demonstrating that, despite the pulp
favoring greater production of biosurfactant, the inner bark also obtained good production

and, therefore, has the potential for more studies in the biotechnology area.

Keywords: Biosurfactant. Pseudomonas aeruginosa. Fermentation. Cassava.
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1 INTRODUCAO

Surfactantes sdo espécies quimicas constituidas por uma por¢ao hidrofébica e por
outra hidrofilica, caracterizando-as como moléculas anfipaticas, e conferindo a essas
biomoléculas, caracteristicas como a reduc¢do da tensdo superficial e interfacial de fluidos
imisciveis, capacidade de emulsificagdo de hidrocarbonetos, entre outras caracteristicas de
interesse comercial e industrial (SAHARAN et al, 2011).

Uma classe especifica de surfactantes, os biossurfactantes vem destacando-se devido
a mobilizacdo mundial frente a bioeconomia e a ecossustentabilidade (MARCHANT; BANAT,
2012).

Os biossurfactantes sd@o produzidos por microrganismos € apresentam praticamente
todas as caracteristicas dos surfactantes sintéticos, possuindo assim, baixa ou nenhuma
toxicidade em relacdo ao sintéticos, alta biodegradabilidade, alta biocompatibilidade, alta
especificidade e sdo estdveis em condi¢Oes ambientais extremas, como, variacdes de pH,
temperatura e salinidade, tornando-os substitutos apropriados dos sintéticos (LIU et al., 2011;
SANCHES et al., 2021).

Conforme Barbieri et al. (2012), a principal forma de produgado de biotensoativos é por
fermentacdo, que consiste na utilizagdo de fontes de carbono para gerar energia ao organismo
microbioldgico e produzir biomoléculas.

O uso industrial de biossurfactantes ainda ndo € competitivo frente a produgdo de
surfactantes derivados de petrdleo, dessa forma, uma via oportuna para minimizar impactos
ambientais e gerar economia ao processo produtivo, tornando a sua produgdo mais competitiva
€ a utilizag@o de residuos advindos da agroindustria (SENA et al, 2018).

Nesse contexto, faz-se necessario mais pesquisas visando o alinhamento de todos os
aspectos citados acima, de forma a atender e viabilizar o seu uso na industria.

Cruz (2011) afirma que o Brasil produz uma quantidade significativa de residuos
agroindustriais, destacando ainda, o alto valor nutricional e energético desses residuos, sefido
constituidos principalmente, de residuos sélidos como cascas, carogos e bagacgos.

Segundo Meneses et al. (2017) e Santos et al. (2016) esses residuos possuem uma
composi¢ao rica em carboidratos e lipidios, e sdo uma via assimildvel pelos microrganismos
produtores de biossurfactantes.

Um residuo da agroindustria que merece atencdo, € o advindo da mandioca (Manihot

esculenta), uma planta tuberosa, que possui um processamento voltado a obten¢ao de produtos
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como a farinha e a fécula, e que pouco se dd atencdo a destinagdo adequada dos residuos
advindos do seu processamento, além disso, a utilizacdo dos seus subprodutos pode contribuir
como solugdo para parte dos problemas ambientais, além de agregar valor a uma matéria-prima
que normalmente € descartada e melhorar a economia local (CRUZ, 2011; HOSFALL JR;
ABIA; SPIFF, 2006).

Santos (2009) afirma que o residuo da mandioca € obtido durante o inicio da fabricacdo
da farinha, sendo constituido de casca, entrecasca e pontas da mandioca, apresentando elevado
teor de umidade (85%) e representando um volume de 1,8% do total colhido. Outro residuo
gerado na producgdo de farinha de mandioca, € a manipueira, um efluente gerado na prensagem
da mandioca ralada e lavada durante o seu processamento. Algumas pesquisas utilizando a
manipueira para a producao de biotensativo foram realizadas, mas para a casca da mandioca
com essa finalidade sdo quase inexistentes, portanto, faz-se necessario uma investiga¢ao mais
aprofundada sobre a potencialidade dessa matéria-prima (COSTA et al, 2009; BARROS et al,
2008; NITSCHKE & PASTORE, 2006; BEZERRA, 2012).

Bactérias do género Pseudomonas t€m se destacando como produtoras de
biossurfactantes sendo utilizadas em muitas pesquisas, para aplica¢do em recuperagdo avangada
de 6leos densos e em outros setores da cadeia do petréleo devido as propriedades ativas de
superficie e a estabilidade das emulsdes obtidas com os metabdlitos sintetizados por espécies

desse género (DAS & MUKHERIJEE, 2005; LI et al., 2002).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial de producdo de biossurfactante por Pseudomonas aeruginosa
ATCC27853 empregando, entrecasca € a polpa da mandioca (Manihot esculenta) como

substratos.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a producdo de biossurfactante variando a concentrag¢do de substrato.

e Avaliar a producdo de biossurfactante a partir da fermentacdo em meio
enriquecido de sais diversos.

e Construir e interpretar a curva cinética de fermentacao.

e Avaliar a atividade de emulsificagdo do biossurfactante produzido.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 MANDIOCA (Manihot esculenta crantz)

Coelho (2019) afirma que a mandioca tem seu cultivo em regides de climas tropicais e
subtropicais, sendo a polpa a constituinte da raiz que € consumida. A mandioca pertence a classe
das dicotiledoneas, ordem Euphobiales, familia Euphorbiaceae, género Maninhot e espécie
Manihot esculenta.

Alves (2014) e Coelho (2019) concordam a existéncia de uma variedade de mandioca,
porém, a melhor classificacio se d4 conforme a sua toxicidade, quando hd uma alta
concentracdo de 4cido cianidrico, denomina-se popularmente como “brava”, inviabilizando-a
ao consumo humano e exigindo processamento para a inativacdo do cianeto presente em sua
composi¢do antes do consumo. Ja quando a concentracdo de cianeto € muito baixa, de forma
toleravel ao organismo humano, se denomina “mansa” ou de “mesa”, podendo ser consumida
livremente.

A Figura 1 mostra uma raiz da M. esculenta de forma a se visualizar as camadas externas

e internas.

Figura 1 - Vista externa e interna da mandioca

Fonte: autor (2022)
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3.2 RESIDUOS GERADOS PELO PROCESSMENTO DA MANDIOCA

Segundo CONAB (2019) a producdo de raiz da mandioca para o ano de 2019 foi cerca
de 19,8 milhdes de toneladas. Dourado et al. (2019) afirma que as maiores produgdes
registradas sdo nos estados do Pard, Bahia, Parand, Rio Grande do Sul e Maranhdo. O produto
da mandioca € a raiz, sendo o seu processamento destinado a producdo de farinha e fecularias,
0 que acaba por gerar descarte, principalmente das cascas.

A casca da mandioca € o residuo obtido durante o inicio da fabricacdo da farinha da
mandioca, sendo constituido de casca, entrecasca e pontas da mandioca, e apresentando elevado
teor de umidade (cerca de 85%). O volume gerado chega a atingir 7,8% do total colhido e sua
destinacdo pode nao s6 minimizar problemas ambientais para a indudstria, como contribuir com
a cadeia produtiva da fécula ou farinha de mandioca se for comercializado, agregando lucro ao
seguimento (DOURADO et al., 2019).

A manipueira é o principal efluente, em termos de agressdo a natureza, produzido pelas
casas de farinha e pelas farinheiras. E o suco ou dgua de constituicio das raizes de aspecto
leitoso, de cor amarelo-clara que € extraida das raizes carnosas da mandioca por ocasido da
prensagem das raizes frescas, picadas ou raladas na industria da farinha, e este efluente
residudrio foi sempre desprezado sem qualquer aproveitamento econdmico (CORDEIRO,
2006; CEREDA, 2001).

Fiorda (2013) afirma que independente da escala produtiva, pequenas ou grandes
unidades fabris, se gera uma quantidade significativa de residuos solidos (casca, entrecasca e

bagaco) e liquidos (manipueira e 4gua vegetal).

3.3 Pseudomonas aeruginosa COMO PRODUTOR DE BIOSSURFACTANTE

A espécie Pseudomonas sdo bastonetes Gram negativos, de tamanho médio com
aproximadamente 1,5-5,0 x 0,5-1,0 um. Sdo aerdbias, oxidativas, oxidase e catalase positivas,
sendo a maioria moével, através de um ou varios flagelos polares (GOMES, 2008).

Siqueira (2002), Mata (2007) e Linconpan & Trabulsi (2008) caracterizam a espécie do
género Pseudomonas aeruginosa como sendo uma bactéria aerobia que deriva sua energia de
processos oxidativos de carboidratos ao invés de fermentd-los, mas que também pode crescer
de forma anaerdébia quando ha presenca de nitrato, utilizando-o como receptor final de elétrons.

Essa versatilidade de assimilacdo de nutrientes e condi¢cdes ambientais permiti o crescimento
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da P. aruginosa em solos, 4gua e vegetais, microbiota natural do ser humano, pocos de petréleo,
entre outros.

Sanchez et al. (2007) e Reis et al. (2011) concordam que em determinadas condicdes
ambientais ocorre a sintetizacdo de biomoléculas contendo ramnose-glicolipidios,
denominando-as de ramnolipideos, e que a sua producdo € potencializada com aumento de
estresse da bactéria através da variacao nas condi¢des ambientais, como a privacao de nutrientes
e exaustdo de nitrogénio, mesmo em baixa densidade celular.

Os raminolipideos apresentam em sua estrutura uma ou duas moléculas de raminose
ligadas a moléculas de 4cido B hidroxidecandico. As duas principais moléculas de
raminolipideos produzidas por P. aeruginosa sdo raminosil — B — hidroxidecanoil — 8 —
hidroxidecanoato (mono-raminolipideo) e raminosil — raminosil — 8 — hidroxidecanoil — B
(LEAO, 2009; MULLIGAN, 2005).

Monteiro (2007) e Barbosa (2011) afirmam que os raminolipideos podem reduzir a tensao
superficial da dgua em até 65,3%, como também promovem a mistura de hidrocarbonetos, a

partir da formacdo de micelas, permitindo assim, uma solubilizacdo mutua com a agua.

3.4 BIOSSURFACTANTES E SUAS APLICACOES

Os surfactantes no geral sdo espécies quimicas que possuem a caracteristica singular de
reduzir a tensdo superficial das substincias no estado fluido e sdo constituidos por uma parte
hidrofilica (por¢do polar) e outra hidrofébica (por¢cdo apolar), caracterizando-os como
moléculas anfipaticas (DESAI & BANAT, 1997). Visto essas caracteristicas, os surfactantes se
distribuem preferencialmente na interface entre fases fluidas com diferentes graus de polaridade
conforme descrito por Banat et Al (2000) e Fathabad (2010).

Em termos préticos, Makkar e Cameotra (2002) informam que a caracteristica de
reducdo superficial confere aplicacdes de detergéncia, emulsificacdo, lubrificacdo, capacidade
espumante, solubilizacdo e dispersao de fases.

Segundo Makkar e Cameotra (2002) a obten¢do dos surfactantes podem ser a partir de
vias sintéticas, origindrias do petréleo, ou bioldgicas, a partir da fermentacdo de
hidrocarbonetos. 07

Os biossurfactantes sdo caracterizados por Nitchke e Pastore (2002) e Peixoto (2008)
como metabdlitos, substincias quimicas produzidas por microrganismos com estrutura
anfifilica dos surfactantes, existindo uma grande variedade de constituintes para as porcdes

hidrofilicas e hidrofébicas de sua estrutura. Conforme Peixoto (2008) a parte hidrofilica é
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constituida de carboidratos, aminodcidos, dcidos carboxilicos, dlcoois, fosfatos ou peptideo
ciclico. A parte hidrofébica € formada por dcidos graxos de cadeia longa, ou hidroxidcidos.

Nitchke (2002) explica que esses metabdlitos possuem baixa toxicidade comparados aos
sintéticos e atuam de forma idéntica, além de serem de fécil degradagdo na dgua e solo, sendo
assim, uma via alternativa de alto valor ambiental.

Os biossurfactantes podem ser utilizados, principalmente, em processos de
biorremediacdo e tratamentos residuais, devido a sua ficil biodegradacdo em 4gua e solo
(NITSCHKE e PASTORE, 2002). Além disso, podem ser utilizados na limpeza de reservatorios
de 6leos, com a diminui¢do de viscosidade e a formacdo de emulsdes de residuos e fracdes de
6leos pesados que sedimentam no fundo de tanques de estocagem.

Arima et al. (1968) e Peypoux (1999) afirmam que essas biomoléculas podem ser
utilizadas com finalidades terap€uticas na inibi¢ao de formagao de coagulos, canais 10nicos em
membranas; atividades antibacterianas e antifingicas; atividade antiviral e antitumoral.

Na induistria alimenticia utiliza-se biossurfactantes como emulsionantes, conferindo
consisténcia, textura e dispersdo aos componentes e solubilizagdo de aromas, bem como
aplicacdo na panificacdo e derivados da carne (BANAT, 2000).

Segundo Brown (1991) esses metabdlitos possuem compatibilidade com a pele,
possibilitando-os na utilizagdo em produtos de higiene e cosméticos. Observou-se também,
aplicacdo como hidratante para peles e cabelos, produtos de maquiagem e batons. Banat (2000)
afirma outras aplicacOes direcionadas a produtos de limpeza, tintas, mineragdo, transporte em

tubulagcdes, mistura carvao-agua, recuperacao tercidria de petréleo entre outras.

3.5 PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTES A PARTIR DE RESIDUOS
AGROINDUSTRIAIS

Uma forma de se produzir quimicos de alto valor agregado a partir de matéria-prima
com baixo custo, € pela via bioldgica utilizando residuos da agroindustria, pois, esses residuos
possuem uma composi¢do rica em compostos que sdao assimildveis pelos microrganismos e
incluem palhas, caules, folhas, cascas, leguminosas, graos, efluentes ricos em fonte de carbono
e demais nutrientes, entre outros (PANESAR e KAUR, 2015).

A obtencdo de biossufactante a partir dessas fontes de matéria-prima gera redugdo de
custos e volume de compostos despejados em corpos receptores, diminuindo assim o impacto

ambiental gerado por residuos de producgdo, além de valorizar economicamente esses residuos,
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gerando oportunidades de ganhos para grandes e pequenos produtores (ACCORSINI et al,
2012).

Ehrhardt et al. (2014) utilizou residuos de abacaxi (Ananas comosus) como substrato
para produzir tensoativos por Bacillus subtilis e obtiveram uma reducao de 20% na tensdo
superficial do caldo fermentado, conseguindo um indice de emulsificacdo de 53%. J4 Rovina
(2018) obtive uma redugdo de 25% com casca de laranja, utilizando 0 mesmo microrganismo
sob as mesmas condicdes de operagdo, alterando apenas o substrato e suas concentragdes.

Silva et al, (2010) reduziu a tensdo superficial em até 33,72 mN/m em 24horas utilizando
milhocina na producdo do tensoativo e Bezerra (2012) chegou a um indice de emulsificagdo de
68% utilizando a manipueira como substrato, onde obteve 30% de reducao de tensdo superficial
na sua melhor produc@o por Pseudomonas aeruginosa, apds submeter o sistema de fermentagdo

a diversas condic¢des de operagao.

3.6  FERMENTACAO SUBMERSA

Couro et al, (2005) considera dois tipos de vias de produgdo para a sintetizacdo de
produtos a partir da abordagem bioldgica, a via em estado sélida (FES) e liquida (FSM). A
fermentacdo em estado s6lido (FES) utiliza um suporte s6lido para o crescimento microbiano,
que pode ser sintético, como espuma de poliuretano ou natural como residuos sélidos ricos em
carboidratos e nutrientes.

A fermentacdo submersa (FSM) consiste na solubilizacio dos nutrientes para a
fermentagdo em meio liquido, onde neste processo também podem ser utilizados residuos, como
o glicerol, um produto da reacdo de transesterificacdo do biodiesel, e que é facilmente
metabolizado por muitos microrganismos (CHAMPE et al. 2009).

Couto (2006) informa que em decorréncia dessas caracteristicas, a condugdo da
producdo pela FSM possui maior aceita¢io e facilidade para cultivo em larga escala, pois se
obtém um melhor controle das condi¢des de operacao.

A FSM possibilita a variacdo do meio de cultivo, facil controle bioldgico em relacdo ao
meio s6lido assim como condi¢des ambientais como temperatura, consumo mais uniforme dos
nutrientes e fonte de carbono, fornecimento controlado de oxigénio e facilidade de trocas,
absor¢do e excrecdo, pois as células ficam expostas ao meio, o que consequentemente facilita a
separacdo dos metabolitos produzidos em relagdo a via sélida (REGUKY, 2000; PRIETRO,
2007).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MICRORGANISMO

O microrganismo utilizado nesse trabalho foi a Pseudomonas aeruginosa ATCC27853
fornecida pelo laboratério de andlise de alimentos da Universidade Federal do Maranhdo
(UFMA), fazendo parte do estoque de cepas destinadas a realizacdo de trabalhos esporadicos

de pesquisas na drea da sadde e tecnologia.

4.1.1 Meio para manutencio e ativacao da Pseudomonas aeruginosa

As cepas da P. aeruginosa sao mantidas em meio Agar sob refrigeracdo a 7°C, sendo
repicada a cada 90 dias.
Para a ativacio das células, a cepa utilizada foi submetida a temperatura de 35°C em

incubadora, por no minimo 24 horas antes da inoculagdo.

4.2 OBTENCAO DOS SUBSTRATOS

Para a producdo do biossurfactante realizado neste trabalho, foi utilizado como
substrato (fonte de carbono) subprodutos da mandioca (Manihot esculenta crantz) com baixo
teor de cianeto, raiz comumente produzida na regido local, sendo adquirida em feira local no
bairro Cidade Operaria em Sao Luis no estado do Maranhao.

As raizes foram lavadas em &4gua corrente para a retirada da sujidade, apds a
higienizacdo, separou-se cada parte: casca, entrecasca e polpa.

A entrecasca foi separada da camada mais externa, onde a casca foi descartada logo
em seguida, lavada em 4dgua corrente, tendo o tamanho reduzido (para facilitar a preparacao do
caldo), e novamente lavada em 4gua destilada para desprender qualquer outro residuo.

Foi estabelecido 3 concentracdes de solidos, sendo elas 125g/L, 250g/L e 500g/L.
Onde as massas foram pesadas em balanca geral, com a ajuda de Beckers, e em seguida
solubilizadas em 4gua destilada, sendo liquidificadas por 3 minutos.

A mistura resultante foi processada em centrifuga digital macro (MOD 1128) a 3500
rpm por 10 minutos, o sobrenadante foi coletado e armazenado em Becker de 500mL e o s6lido

residual descartado. Posteriormente, o meio foi aquecido em banho-maria até a fervura para
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inativar enzimas e microrganismos presentes. O caldo final foi armazenado em frasco de vidro
com tampa, apés foi resfriado ao natural até obter a temperatura ambiente e armazenado em
refrigerador a -12°C para ser conservado. O mesmo procedimento foi realizado com a polpa
da mandioca.

Antes da inoculacdo do microrganismo nos substratos, os caldos foram esterilizados

em autoclave a 121°C por 15 minutos e pressdo de latm.

4.3 FERMENTACAO

4.3.1 Caldo da entrecasca e polpa como substrato

Os caldos para o cultivo foram preparados de forma a obter, um somente com a polpa
€ 0 outro somente com a entrecasca da raiz, objetivando avaliar e comparar a producio entre
ambos.

Para os primeiros ensaios foi realizado um estudo variando as concentra¢oes de cada
substrato (entrecasca e polpa) afim de avaliar a melhor producdo em termos de sintese de
biossurfactante. Portanto, estabeleceu-se as concentracdes de 125g/L, 250g/L e 500g/L, para

cada substrato como descrito no tépico 4.3.

4.3.2 Caldo da entrecasca e polpa como substrato com enriquecimento de sais

Para a melhor produgdo obtida no item 4.3.1, foi realizada uma nova fermentagao
utilizando ambos os substratos com a adi¢ao de sais, objetivando observar uma melhora na
producdo do biossurfactante.

Foi adicionado ao substrato 5,0mL de solucdo de sais em uma propor¢ao de 5% v/v
(0,5460g/100mL de KH2PO4, 0,4760g/100mL de Na:HPO4, 0,25g/100mL de NH4Cl,
0,08g/100mL de MgS04.7H20, 0,01 g/100mL de NaCl) (Souza, 2009).

4.3.3 Procedimento para o cultivo

Ap6s a esterilizacdo, cada substrato foi deixado a temperatura ambiente até atingir 40
°C. Posteriormente, para cada substrato, foi inoculado com trés alcadas de Pseudomonas

aeruginosa oriundas do meio de manutencdo, um volume de 100mL de substrato e levado para
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a incubadora.

A produgdo de biossurfactante foi realizada a partir da técnica de fermentacdo
submersa em batelada utilizando os substratos, entrecasca e polpa, em uma razao de aeracao
0,4 v/v, temperatura a 38°C e agitacdo de 100 rpm por um periodo de 22 horas. O mesmo
procedimento foi realizado para a fermenta¢do com o uso de sais, no entanto, utilizando 5%
v/v de solugdo de sais.

Para o estudo da cinética de fermentagdo, a cada 4 horas uma aliquota de 10mL foi
retirada do caldo fermentado, para as andlises de concentracao de substrato, tensdo superficial

e crescimento de microrganismos, em um periodo total de 48 horas.

4.4 ANALISES

4.4.1 Determinacao de acticar redutor

O método para a determinagdo de acucar redutor foi realizado de acordo com Miller
(1959) a partir de solugdo de 4cido 3,5 - Dinitrosalicilico (DNS).

A caracteristica principal do método € a reducdo do 4cido 3,5 dinitro-salicilico a dcido
3-amino-5- nitrosalicilico, ocorrendo simultaneamente a oxidagdo do grupo aldeido do agucar
ao carboxilico, desenvolvendo-se assim, uma coloracdo avermelhada, aferida em
espectrofotometro em 540nm.

Uma aliquota de 1mL do sobrenadante resultante da centrifugacdo do fermentado foi
transferida a um tubo de ensaio, onde foi adicionado o mesmo volume de solugdo DNS,
agitando-se vigorosamente a mistura, posteriormente, o tubo foi levado a banho-maria com
agua em ebulicdo (100°C) por 15 min. Apds, o tubo foi resfriado a temperatura ambiente,
adicionado 10 mL de dgua destilada e homogeneizado.

A leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotdmetro UV — M51 BEL a 540nm,
e posteriormente foi calculado o valor da concentragdo de agucar redutor a partir da curva de

calibracdo construida conforme a Figura 3.
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Figura 2 - Curva de calibracdo para agucar redutor a 540nm

0,800

0,700 0.

0,600

0.500 e

0,400

Absorbancia

0,300 Pt

0,200 .- y =0,5347x + 0,1818
® R2=0,9809
0,100

0,000
0,000 0,200 0,400 0,600 0,800 1,000

Concentracao de glicose (g/L)

Fonte: autor (2022)

4.4.2 Determinacio da biomassa celular

O método da massa seca (peso seco) foi utilizado para obter o valor da concentracio
de biomassa de acordo com Lobato (2003). Consiste na separacdo das células do meio de
cultivo, secagem e pesagem.

Para a separagdo das células foi retirado 10,0mL de amostra a partir do fermentado, e
centrifugada a 3500 rpm (MOD 1128) por 15 minutos. Anteriormente, os tubos de ensaios
foram colocados em estufa a 70°C por 24 horas até obter peso constante, valor de massa obtido
em balanca geral.

Ap6s a centrifugacdo, o sobrenadante foi coletado e armazenado para a realiza¢do de
outras andlises, e a massa retida nos tubos foi lavada adicionando-se 10mL de dgua destilada,
sendo posteriormente centrifugadas por 15 minutos. O sobrenadante foi descartado e o
procedimento foi realizado novamente conforme adaptacio a descri¢ao de Bezerra (2012). Por
fim, as amostras foram colocadas em estufa a 70°C por 24 horas, retiradas e colocadas em
dessecadores por 5 minutos, e em seguida, sendo pesadas. Cada ponto foi realizado em
duplicata e o valor médio obtido considerado para os célculos.

O valor de concentracdo de biomassa (g/L) foi expresso por:

Meca = ~=221000 (1)
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onde:
Myecq= concentracio de biomassa seca
T;= massa de tubo com biomassa seca

T,= massa de tubo vazio

4.4.3 Indice de emulsificacao (E24)

O método utilizado foi o de Wei et al. (2005). Onde 3,0mL do sobrenadante do caldo
fermentado foi adicionado em um tubo contendo 3,0mL de querosene comercial. O volume
resultante foi agitado por 2 minutos e mantido em repouso por 24 horas.

O valor do indice de emulsificagdo foi obtido pela relacio a seguir:

E24 — Hemulsio X 100 (2)

total

Sendo:

E»4 = indice de emulsificacio apds 24h (%)
Hemuisao = Altura da emulsao no volume da mistura (cm)

Hiotal = Altura total do volume da mistura (cm)

4.4.4 Determinacao de tensao superficial

O método utilizado para a determina¢do da tensdo superficial da amostra, com o
objetivo de observar a producgdo de biossurfactante de forma indireta, foi o0 método do peso da
gota conforme Behring et al. (2004), considerando nos cdlculos o valor das massas e nao do
nimero de gotas com volumes fixados.

Uma bureta foi fixada em suporte universal e acoplada a uma Erlenmeyer, de forma
que a parte inferior a torneira ficasse dentro do recipiente coletor. Desta forma evita-se &
influéncia de correntes de ar sobre a formacgao da gota (BEHRING et al, 2004).

A torneira foi ajustada de modo a tornar a queda das gotas em uma velocidade de
aproximadamente 1gota/min, o aparato foi montado em local com o minimo de vibragdo.
Foram coletadas 10 gotas, sendo o experimento realizado em triplicata a uma temperatura

média de 25°C e em seguida, foram aferidas as massas em balanca analitica Bel M214A..



A partir do célculo de tensdo superficial:

_ mg
vy = 2.mr.f

onde:

y = tensdo superficial do analito liquido (mN/m)

m = massa de uma gota do analito liquido (kg)

r =raio da circunferéncia da gota formada na bureta (m)

g = aceleracio da gravidade (m/s?)

f = fator de corre¢do (pois a gota formada ndo se separa da forma esférica)
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3)

O fator de correcado (f) foi estimado a partir de um grafico que relaciona o raio e o

volume da 4gua, a Figura 3 mostra a curva que correlaciona as varidveis.

Figura 3 - Curva para a obteng¢do do fator de correcao (f)
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Os resultados foram divididos em 4 tdpicos conforme a evolugdo dos resultados

observados nos experimentos.

O tépico 5.1 é uma avaliacdo da fermentacdo das 3 diferentes concentracdes de s6lidos

consideradas para cada substrato, o tépico 5.2 € uma a avaliagdo dos resultados da fermentagdo

em que houve enriquecimento dos dois tipos de substratos com o uso de sais, e que obtiveram

a melhor producdo de biossurfactante. Ja o tépico 5.3 € referente a interpretacio do

comportamento cinético de fermentacdo para a melhor producdo obtida de cada substrato. Por

fim, o topico 5.4 foi destinado a avaliar os resultados do indice de emulsificacido de todas as

fermentacoes.

5.1 AVALIACAO DA VARIACAO DA CONCENTRACAO DE SOLIDOS NO

SUBSTRATO

Os resultados da fermentacdo variando a concentragdo de s6lidos, da entrecasca e polpa

como substratos, e P. aeruginosa como produtor de biossurfactante em 22 horas de

fermentacdo, estdo dispostos na Tabela 1 e Tabela 2.

Tabela 1: Resultados da biomassa (X), substrato (S) e tensdo superficial (P) nas

concentracdoes de solidos da entrecasca a 125g/L, 250g/L. e 500g/LL. em 22 horas de

fermentacdo.
Concentraciao Concentracao de Concentracao de Tensao superficial
de solidos microrganismo (g/L) substrato (g/L) (mN/m)
(g/L) 0Oh 22h 22h 0Oh 22h
0,67 11,22 64,13 62,29
125 0,00
(10,67) (10,09) (f1,44) (10,40)
0,65 21,99 69,73 57,56
250 0,00
(*0,05) (f0,60) (*0,06) (1,02)
1,80 20,42 65,58 54,62
500 0,00
(¥1,0) (¥0,58) (*0,54) (*1,18)

Fonte: Autor (2022).
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A melhor fermentacdo obtida, utilizando a entrecasca como substrato conforme
demonstrado na Tabela 1, em termos de reducdo de tensdo superficial foi para a concentragao
de sélidos de 250 g/L, com uma reducio de tensdo superficial de 17,45% e chegando-se a um
valor de tensao superficial de 57,56 mN/m.

Apesar de obter a producdo de biossurfactante mais efetiva, essa concentracdo ficou
apenas 4,4% acima da reducdo obtida pelo substrato em uma concentragcdo de sélidos de 500
g/L. com 16,72% de reducdo da tensao superficial, chegando-se a um valor de tensdo superficial
de 54,62 mN/m.

Em termos de crescimento de massa microbiana, a fermentacdo que obteve maior
rendimento em relagdo ao crescimento de microrganismo por consumo de substrato (Yxs) foi
para a concentracao de solidos 500 g/L obtendo-se um valor de 1,39.

Observou-se uma grande disponibilidade de agucar redutor para a entrecasca, sugerindo-
se um substrato potencial para a realizacdo de estudos de fermentacdo, onde para a mesma
obteve-se valores 21,99 g/L. (concentragdo de sélidos de 250g/L) e 20,42 g/L. (concentragdo de
sOlidos de 500 g/L) de acticar redutor.

O maior consumo de substrato para o fermentado advindo da entrecasca também foi
para a concentragdo de sélidos 250 g/L. com cerca de 17%, em uma efici€éncia maior em relacio

a fermentacdo realizada com a polpa da mandioca de mesma concentragao.

Tabela 2: Resultados da biomassa (X), substrato (S) e tensao superficial (P) nas concentracdes

de solidos da polpa a 125g/L, 250g/L e 500g/L em 22 horas de fermentacao.

Concentracao Concentracao de Concentracio de Tensao superficial
de solidos (g/L.) microrganismo (g/L) substrato (g/L) (mN/m)
Oh 22 h Oh 22 h Oh 22 h
1,45 5,63 0,80 60,9 60,75
125 0,00
(10,35) (£0,02) (10,03) (15,24) (*0,01)
1,33 16,79 3,15 57,77 47,89
250 0,00
(10,26) (10,34) (*0,26) (f0,90) (¥0,75)
3,60 8,74 6,15 63,29 57,39
500 0,00

(*1,2) (£0,26) (*1,49) (f0,57) (¥1,03)

Fonte: Autor (2022).
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Pode-se observar pela Tabela 2 que a melhor fermentagdo em termos de queda de tensdo
superficial foi para a concentracio de s6lidos de 250g/L, chegando-se a uma reducao de 17,09%
e atingindo-se um valor de 47,89 mN/m, no tempo considerado para o estudo.

A fermentacdo menos efetiva (concentracdo de sélidos de 125g/L), em termos de
producdo de biossurfactante, resultou em uma tensdo superficial 26% superior a mais efetiva.

O melhor rendimento em termos de crescimento de microrganismo por substrato (Y xs)
foi de 0,7 para a concentracdo de sélidos de 500 g/L, apesar de a fermentagdo de 250 g/L. obter
a melhor producdo de biossurfactante, resultou em um rendimento de apenas 0,09. Observa-se

ainda, que o consumo de substrato para a concentracdo de s6lidos 250 g/L foi cerca de 81,12%.

Figura 4 - Fermentacgdo apds 22 horas de producao

Fonte: Autor (2022)

A Figura 4 demonstra uma pequena formacdo de espuma na superficie do caldo
fermentado, segundo Wei er al. (2005) essa € uma caracteristica marcante da producao de
biossurfactante, em cepas selvagens de P. aeruginosa, advindas de pocos de petrdleo, a
producdo de biossurfactante € tdo alta que a formag¢do de espuma no caldo fermentado chega a
ser vigorosa.

Silva et al. (2010) atingiu uma reducdo de tensao superficial de 34% na producdo do

biossurfactante com Pseudomonas fluorescens UCP 1514 chegando a 33,7 mN/m utilizando
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como substrato milhocina e 6leo de girassol pds-fritura em 24 horas de producdo. J4 Ehrhardt
(2015) obteve 12% de redugdo de tensao superficial em 24 horas, chegando a 20% de reducao
ap6s 72 horas com Bacillus subtlis utilizando residuo de abacaxi como mosto. Rovina et.al
(2018) conseguiu obter uma redugdo de tensao superficial de 25% utilizando Bacillus subtlis e
casca de laranja como substrato em 24 horas de fermentacao.

Dessa forma, foi atingido valores de reducdo de tensdo superficial préximos aos

trabalhos citados, dentro do periodo de estudo considerado.

5.2 AVALIACAO DA FERMENTACAO COM MEIO ENRIQUECIDO

A tabela 3 mostra os resultados quantitativos ap6s as 22 horas de fermentacao.

Tabela 3: Resultados da biomassa (X), substrato (S) e tensdo superficial (P) nas

concentracoes de solidos 250 g/L.

Concentracao Concentracao de Concentracao de Tensao superficial
de solidos microrganismo (g/L) substrato (g/L) (mN/m)
(g/L) 0h 22h 0Oh 22h 0Oh 22h
250 g/L s/sais 0,00 1,33 16,79 3,15 57,77 47,89
(Polpa) (*0,30) (f0,29) (*0,26) (*0,90) (*3,75)
250 g/L c/sais 0,00 1,30 16,79 1,65 57,77 64,40
(Polpa) (X0,1) (0,29) (*0,40) (*0,90) (£2,91)
250 g/L s/sais 0,65 26,49 21,99 69,73 57,56
(Entrecasca) 0:00 (*0,05) (*0,01) (*0,35) (*0,06) (*0,85)
250 g/L c/sais 0,65 26,49 20,97 69,73 58,91
(Entrecasca) 0-00 (10,04) (*0,01) (*0,50) (*0,06) (*1,16)

Uso de sais 5%v/v :0,5460g/100mL de KH,POj4, 0,4760g/100mL de Na,HPOy4, 0,25g/100mL de NH4Cl,
0,08g/mL de MgS0O4.7H,0, 0,01 g/100mL de NaCl. Fonte: Autor (2022).

Conforme a Tabela 3, em relacdo ao crescimento de microrganismo, o fermentado
obtido do caldo da polpa da mandioca nao enriquecido, demonstrou um rendimento de 13,55%
superior ao caldo sem o enriquecimento, ja para a entrecasca foi de 22% superior, demonstrando
assim, uma queda de eficiéncia no crescimento de microrganismo em decorréncia da

fermentacao com uso de sais, para ambos os substratos.
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Em relacdo a reducdo de tensdo superficial, para a entrecasca, a fermentacdo sem a
adicao de sais, resultou em um valor 12,5% acima do caldo fermentado enriquecido. Apesar da
producdo de biossurfactante ocorrer, ndo houve otimizacao. Para a polpa, o caldo fermentado
com a adicao de sais obteve um desempenho ruim de forma que, a tensdo superficial obtida foi
10,3% acima do valor inicial.

Bezerra (2012) utilizou sais metdlicos para enriquecer a manipueira, utilizada como
substrato na producdo de biossurfactante por Pseudomonas aeruginosa AP029-GVIIA, onde
obteve um rendimento em crescimento de massa 2 vezes superior em relacdo ao meio sem o
enriquecimento, bem como, uma redugdo de tensdo superficial do caldo fermentado 28% maior
em relacdo a fermentagdo do meio sem o uso de sais.

Em outro trabalho, utilizando melaco como substrato e NaNO3 como fonte de
nitrogénio, Bezerra (2006) também utilizou os sais metalicos para avaliar a producio de
biossurfactante e obter o melhor indculo, onde conseguiu uma reducao de tensdo superficial 5%
superior com o enriquecimento do meio.

Os resultados obtidos conforme a Tabela 3 demonstraram que a utilizacdo de sais

desfavoreceu o crescimento de microrganismo e a producdo de biossurfactante.

5.3 AVALIACAO DA CINETICA DE FERMENTACAO

A figura 5 representa a curva cinética de fermentacdo do biossurfactante produzido

tendo a polpa da mandioca como substrato.

Figura 5 - Curva cinética da fermentacdo com a polpa como substrato.
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Conforme a Figura 5 percebeu-se um equilibrio na queda de tensdo superficial do caldo
fermentado a partir de 8 horas de produc¢do, dentro da faixa de tempo considerada para estudo
e condi¢des operacionais em que a fermentagdo foi submetida, sugerindo-se assim, que a maior
taxa de producdo de biossurfactante foi nas primeiras 8 horas.

Durante as 48 horas de producao em estudo, na polpa como substrato, a maior reducao
de tensdo superficial observada foi de 19,9%, onde o menor valor de tensdo superficial atingido
foi de 46,3mN/m.

Em paralelo, foi observado um maior consumo do substrato também durantes as
primeiras 8 horas, havendo uma pequena reducao do consumo posteriormente. O consumo total
observado foi de 65,5%.

Em relagdo ao crescimento de microrganismo, observou-se uma fase lag extensa, que
perdurou as primeiras 26 horas de producdo, percebe-se ainda, um crescimento abrupto de
crescimento de microrganismo entre 26 e 48 horas de fermentacio.

No entanto, entre essa faixa de tempo ndo se pdde inferir mais pontos da curva, devido
a indisponibilidade de acesso ao laboratério na referida faixa de tempo, de forma a limitar a
visualiza¢do do comportamento na fase log, ou determinar se a fase estaciondria ocorre ja dentro
da faixa de tempo nao aferida.

O rendimento obtido em termos de crescimento de massa microbiolégica e consumo de

substrato (Yys) foi de 1.

Figura 6 - Curva cinética da fermentacdo tendo a entrecasca como
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Para a entrecasca conforme a Figura 6, percebeu-se um equilibrio na queda de tensao
superficial do caldo fermentado a partir de 22 horas de producdo, dentro da faixa de tempo
considerada para estudo e condi¢des operacionais em que a fermentacdo foi submetida, se
observando uma maior taxa de producao de biossurfactante ocorrida nas primeiras 22 horas.
Durante as 48 horas de producdo, a maior redugcdo de tensdo superficial observada foi de
18,55%.

Em relagdo ao consumo de substrato, observou-se uma queda abruta do substrato entre
18 e 22 horas, 35,9% reducao de substrato, considerando-se nessa faixa de tempo a maior
velocidade de consumo de substrato da fermentacdo 1,62 g/L.h.

O crescimento de microrganismo acompanha a queda abrupta de substrato,
apresentando a fase log no mesmo periodo de tempo, e iniciando a fase estaciondria apds as 26
horas de fermentacdo, se observou uma baixa inclinacdo da reta entre 26 e 48 horas em um
valor de cerca 0,8.

O rendimento obtido em termos de crescimento de massa microbiolégica e consumo de
substrato (Yys) foi de 0,27, aferindo-se um baixo rendimento, no entanto, se observou uma boa
reducgdo de tensdo superficial.

Conforme Barros (2006) e Batista et al. (2015) a producgao de biossurfactatne € paralela
ao crescimento de microrganismo, diferentemente do comportamento da maioria dos
metabolitos secunddrios em que a sua producdo é observada apds o estabelecimento da fase
estaciondria.

Essa afirmacao pdde ser observada no comportamento cinético da fermentagdo dos dois
substratos, se diferindo apenas no tempo necessdrio para estabilizar a queda de tensdo
superficial no caldo. Pois, para entrecasca ocorreu somente apds as 22 horas de producao. Ja
para a polpa, a estabilidade na queda de tensao superficial ocorreu ja nas primeiras 10 horas de
fermentacgdo, sugerindo um tempo menor para atingir o equilibrio.

Bezerra (2006) obteve a estabilizacdo da queda de tensdo superficial do caldo
fermentado j4 nas primeiras 8 horas de produ¢do, chegando a um valor de 32 mN/m na melhor
producdo, para o melago como substrato. Variando as condi¢des operacionais, em todas as
fermentagdes observou-se uma estabilizacdo da tensdo superficial antes das 10 horas de
fermentacdo. No entanto, a fase log de crescimento do microrganismo ocorreram somente apos
60 horas de producao.

Silva et al. (2010) obteve a maior redugdo de tensdo superficial do fermentado nas

primeiras 12 horas, atingindo a fase estaciondria em 24 horas de producgdo, utilizando a
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milhocina como substrato. J& Rovina et.al (2018) observou a maior queda de tensdo nas
primeiras 5 horas de produgdo em 25 horas de fermentagao.

Ja Soares (2018) observou a fase estaciondria ocorrer em 24 horas de fermentacao, e
coincidentemente obteve a maior redugdo de tensdo superficial na mesma faixa de tempo. Dessa

forma, os resultados observados nesse trabalho estdo de acordo com a literatura.

5.4 ANALISE DO INDICE DE EMULSIFICACAO

As Tabela 4 e 5 dispde dos valores de indice de emulsificacdo obtidos a partir do
sobrenadante do caldo fermentado com a utiliza¢do do querosene como fonte de hidrocarboneto

a ser emulsificada.

Tabela 4: Indice de emulsdo determinado para 22 horas de

fermentacdo da polpa, variando a concentracio de solidos.

Concentracao de sélidos Indice de emulsificacao (E24)

125 o/L. 3,5% (*0,5%)
250 g/L s/ sais 57,0% (£1,0%)
250 g/L ¢/ sais 14,0% (¥2,0%)

500 g/L 8,0% (+1,0%)

Fonte: Dados autor (2022).

E possivel observar que o maior indice de emulsificacio obtido foi para a fermentagdo
da polpa com 250 g/L de concentracdo de s6lidos sem adic¢do sais em 22 horas de producao,
obtendo-se o valor 57%. Conforme Willumsen e Karlson (1997), este valor pode ser
considerado como um biossurfactante com boas propriedades de emulsifica¢do, sendo o valor

minimo de 50%.

Tabela 5: Indice de emulsio determinado para 22 horas de

fermentagao da entrecasca, variando a concentragdo de sélidos.

Concentracao de sélidos Indice de emulsificacao (E24)

125 g/L 4,0% (*1,0%)
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250 g/L s/ sais 35,0% (10,5%)
250 g/L ¢/ sais 11,0% (¥1,0%)
500 g/L. 33,0% (¥2,0%)

Uso de sais 5%v/v :0,5460g/100mL de KH,PO,, 0,4760g/100mL de
Na;HPO4, 0,25g/100mL de NH4Cl, 0,08g/mL de MgS04.7H-0, 0,01
g/100mL de NaCl. Fonte: Autor (2022).

Ja para a fermentacdo com a entrecasca, pode-se observar valores muito préximos entre
as concentragdes de solidos 250 g/L e 500 g/L, em uma diferenga de apenas 6%. Em 22 horas
de producdo, ndo se atingiu um valor acima de 50% de indice de emulsificacdo, valor
considerado como um biossurfactante bom para emulsificacdo.

Para a continuidade dos estudos com a utilizacdo da entrecasca como substrato, foi
considerada a concentracdo de s6lidos de 250 g/L. como a melhor produgdo, pois apesar de obter
um valor aproximado ao da concentragdo de sélidos de 500 g/L, requereu menor utilizacio 28
substrato, ou seja, boa produ¢do com menor utilizagdo de recursos.

Em 22 horas de producdo, a fermentacdo com a polpa demonstrou um valor de
emulsificac@o superior em relagc@o a entrecasca, em um grau de 1,6.

Conforme a Tabela 5, para os dois caldos fermentados com a adic@o de sais em 250g/L
de sdlidos, entrecasca e polpa, observou uma atividade de emulsificagdo inferior em relagdo aos
caldos sem a utilizag@o de sais, sendo atividades de emulsificagdo 3 e 4 vezes superiores para
os fermentados sem o uso de sais em relacdo aos com o uso de sais, para a entrecasca e polpa,
respectivamente.

Ap0s 48 horas de fermentacdo foi realizado o teste de atividade de emulsificacdo, para
observar se houve uma melhora na capacidade de emulsificar hidrocarbonetos dos fermentados.
A partir da Figura 7 pode-se observar visivelmente melhora para a fermentacdo com os dois
caldos, onde resultou-se em 55% e 60% para entrecasca e polpa, respectivamente.

Dessa forma, foi possivel observar que a condi¢do de Willumsen e Karlson (1997) foi
satisfeita, pois o indice de emulsificagdo acima de 50% por 24 horas ou mais foi obtido para os

dois caldos fermentados ap6s 48 horas de producdo.
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Figura 7: Indice de Emulsificacio apés 48 horas de fermentacio.

Fonte: Autor (2022).

Além disso, os valores se encontram préximos de trabalhos como Barros (2012) que
obteve de 50 a 68% ao utilizar caldo de manipueira para fermentacdo com P. aeruginosa, Haba
et al. (2000) atingiu até 64% a partir de varios tipos de Pseudomonas, ja Wei et al. (2005)
conseguiu atingir até 80% de indice de emulsificagdo utilizando o querosene como fonte de

hidrocarboneto no teste.
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6 CONCLUSOES

Diante dos resultados expostos e discutidos no estudo realizado pode se concluir que,
ambos o0s substratos demonstraram serem assimildveis pela P. aeruginosa, bem como,
potenciais para mais estudos na produ¢do de biossurfactante.

A entrecasca da mandioca demonstrou possuir disponibilidade de actcar redutor, em
valores de até 21,9 g/L, de forma a ser uma matéria-prima em potencial para estudos na drea da
fermentacao.

A melhor fermentagdo obtida nas condi¢des operacionais de temperatura a 37°, razao de
aeracdo a 0,4 v/v, agitacdo de 100 rpm em 22 horas de fermentac¢ao, foi para a concentracao de
sOlidos de 250 g/L., em ambos os substratos, com redu¢do de tensdo superficial na faixa de 16
a 18%.

O uso de sais para o enriquecimento do meio desfavorece a producao de biossurfactante.

A produgdo de biossurfactante utilizando a polpa como substrato demonstrou maior
velocidade na producao de biossurfactante em relacao a entrecasca.

O biossurfactante produzido pela P. aeruginosa em ambos os substratos, demonstrou

ser um bom emulsificante, chegando a valores de até 60% de emulsdo formada.
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