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RESUMO

Os residuos provenientes das agroinddstrias séo ricos em carboidratos e atualmente sdo bastante
estudadas para producdo de diversos produtos de valor agregado (biossurfactantes, biogas, etanol,
xilitol, aminoacidos, vitaminas, enzimas, biocompdésitos etc.). O reaproveitamento de residuos é uma
alternativa ecologicamente viavel, pois contribui para reducdo da poluicdo do meio ambiente e
valoracdo destes, provenientes das agroindustrias. Dentre esses residuos destaca-se o bagaco de
malte (BM), que € um residuo lignocelulésico oriundo das agroindustrias cervejeiras, produzido em
larga escala no mundo todo. Esse residuo é destinado principalmente como racao animal, no entanto,
a oferta supera a demanda. Dessa maneira, faz-se necesséario a busca de novas alternativas para o
reaproveitamento do BM. Alguns estudos relatam que BM pode ser usado como suplemento na dieta
humana devido ao elevado teor de fibras e proteinas, sendo também bastante estudado para producéo
de etanol e xilitol. Entretanto na literatura ndo ha relatos da producéo de biossurfactante a partir desse
residuo. Com o intuito de preencher essa lacuna, o principal objetivo desta pesquisa foi estudar o
potencial do BM para producéo de biossurfactante pela levedura oleaginosa Rhodotorula mucilaginosa
LBP5. A partir da caracterizacao fisico-quimica do BM, constatou-se que essa biomassa é rica em
fibras, proteinas, minerais e acucares. Para 0 BM a ser usado no processo fermentativo, fez-se
necessario a sua hidrolise com acido diluido (1,6% H»SO.), para liberacdo dos acucares fermentaveis
presentes na estrutura da hemicelulose. Os hidrolisados hemiceluldsicos obtidos foram usados como
fonte de carbono pela R. mucilaginosa LBP5 durante a producéo de biossurfactante. O biossurfactante
produzido apresentou natureza anidnica, e por meio da técnica FT-IR pode-se inferir gue 0 mesmo é
do tipo glicolipidios, o qual apresenta Concentracéo Micelar Critica de 1,5 g/L, reduz a tenséo superficial
para 40,7 mN/m. Além disso, apresentou propriedades emulsificantes (1.E« = 72%) e estabilidade frente
a condi¢cbes extremas como temperatura (4 — 80 °C), pH (4-10) e salinidade (2 — 8% NacCl). Dessa
forma o hidrolisado do BM pode ser usado como fonte de carbono alternativa para producéo de

biossurfactante a partir de leveduras.

Palavras-chave: Lignocelulose. Hidrélise. Monossacarideos. Leveduras. Tensoativos.



ABSTRACT

The residues from agro-industries are rich in carbohydrates and are currently being studied for the
production of several value-added products (biosurfactants, biogas, ethanol, xylitol, amino acids,
vitamins, enzymes, biocomposites, etc.). The reuse of waste is an ecologically viable alternative, as it
contributes to reducing the pollution of the environment and valuing these, coming from agribusiness.
Among these residues, malt bagasse (BM) stands out, which is a lignocellulosic residue from the
brewing agribusinesses, produced on a large scale throughout the world. This residue is mainly destined
as animal feed; however, the offer exceeds the demand. Thus, it is necessary to search for new
alternatives for the reuse of the BM. Some studies report that BM can be used as a supplement in the
human diet due to its high fiber and protein content, and it is also widely studied for the production of
ethanol and xylitol. However, in the literature there are no reports on the production of biosurfactant
from this residue. Thus, the main focus of this research was to study the potential of BM for biosurfactant
production by the oleaginous yeast Rhodotorula mucilaginosa LBP5. From the physical-chemical
characterization of BM, it was found that this biomass is rich in fibers, proteins, minerals and sugars.
And for BM to be used in the fermentation process, its hydrolysis with dilute acid (1.6% H>SO.) was
necessary to release the fermentable sugars present in the hemicellulose structure. The obtained
hemicellulosic hydrolysates were used as carbon source by R. mucilaginosa LBP5 during the production
of biosurfactant. The biosurfactant produced was anionic in nature, and through the FT-IR technique it
can be inferred that it is of the glycolipids type, which has a Critical Micellar Concentration of 1.5 g/L,
reduces the surface tension to 40,7 mN/m. Furthermore, it presented emulsifying properties (I.LE« =
72%) and stability under extreme conditions such as temperature (4 — 80 °C), pH (4-10) and salinity (2
— 8% NaCl). Thus, the BM hydrolyzate can be used as an alternative carbon source for the production

of biosurfactant from yeast.

Keywords: Lignocellulose. Hydrolysis. Monosaccharides. Yeasts. Surfactants.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCAO GERAL

O interesse na producéo de biossurfactante vem ganhando destaque no setor industrial,
pois esses compostos produzidos por microrganismos apresentam vantagens em relacao aos
surfactantes quimicos devido a sua diversidade estrutural (glicolipidios, lipopeptidios,
surfactantes poliméricos, acidos graxos entre outros), baixa toxicidade, alta biodegradabilidade
e estabilidade em condicdes extremas. Devido a essas caracteristicas, podem ser aplicados
em diversos campos da industria petrolifera, alimentos, cosméticos, farmacéuticas e agricola.

Apesar das vantagens dos biossurfactantes em relacdo aos seus homologos quimicos,
os biossurfactantes ainda ndo sdo amplamente comercializados, pois a sua producao em larga
escala € inviabilizada devido os custos da producéo serem onerosos. Portanto, uma estratégia
alternativa é a utilizacao de substratos mais baratos que podem diminuir os custos de producao
em até 50% no produto, tornando-os competitivos em relacéo aos surfactantes quimicos.

Atualmente, a busca por substratos sustentaveis para a producédo de biossurfactante,
assim como a otimizacao dos processos de producao e melhor recuperacao do biossurfactante
€ bastante investigada, visando reduzir o custo de producdo e comercializacdo dos
biossurfactantes no mercado, uma vez que esses tensoativos sao ecologicamente viaveis, por
nao serem Nocivos ao meio ambiente e ao homem.Residuos como 6leos, gorduras, biomassas
lignocelulésicas (bagaco-de-cana, palha de arroz, casca de frutas etc.), hidrocarbonetos séo
substratos de baixo valor de aquisicdo, os quais ja foram empregados para producédo de
biossurfactantes demonstrando excelentes resultados.

No Brasil, as agroindustrias produzem diversos residuos lignocelulésico, dentre estes
destaca-se o bagaco de malte (BM), que é gerado em grande quantidade durante o processo
de fabricacdo da cerveja. O BM representa 85% dos residuos cervejeiros. Esse residuo € rico
em aclcares (hexoses e pentoses), 0s quais estdo polimerizados nas fibras de hemicelulose
e celulose. Esses acucares podem ser liberados pelo processo de hidrélise com &acidos
diluidos, podendo serem utilizados como fonte de carbono para 0s microrganismos na
producéo de biossurfactantes.

Como hé& poucos relatos na literatura sobre a produgédo de biossurfactante a partir de
hidrolisados hemicelulésicos, o presente trabalho teve por objetivo produzir biossurfactante

pela Rhodotorula mucilaginosa LBP5 a partir de hidrolisado do BM. Para isso formulou-se a
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seguintes perguntas: A hidrélise com &cido diluido é eficiente para liberar os agUcares das
fibras hemicelulésicas do BM? Os hidrolisados hemicelulésicos tém potencial para serem
usados como fonte de carbono para producao de biossurfactante por levedura oleaginosa?

Espera-se que a hidrélise do BM com &cido diluido (H2S04) em condi¢des otimizadas
(temperatura 120 °C, pressao 1 atm e por 30 min) sejam eficientes para liberar os acucares
(pentose e hexose) que estdo polimerizados nas fibras da hemicelulose, e que esses possam
ser usados como fonte de carbono para producdo de biossurfactantes pela levedura R.
mucilaginosa LBP5. Também se espera que ocorra uma baixa concentracdo de subprodutos
de degradacdo como &cidos, furfural e hidrometilfurfural (HMF). Como a R. mucilaginosa
consegue metabolizar agucares (pentose e hexose) e compostos como &cido acético, furfural
e HMF (Vajzovic et al., 2012) e tendo em vista que espécies desse produzem biossurfactantes
a partir de diferentes substratos (Sen et al., 2017; Kawahara et al., 2013), a R. mucilaginosa
LBP5 parece ser uma excelente candidata processos de fermentacdo na producédo de
biossurfactante.

A presente tese foi dividida em quatro capitulos. O capitulo 1 mostra uma visdo geral e
uma revisao bibliografica da tematica proposta no presente estudo; O capitulo 2 € uma revisao
intitulada “Xilose uma fonte de carbono para producdo de biossurfactante”; No capitulo 3
descreve o potencial de hidrolisados hemicelulésicos do bagaco de malte para a producéo de
biossurfactante a partir de levedura oleosa, para tanto, 0 mesmo foi estruturado em introducao,
metodologia aplicada para realizacéo dos experimentos, resultados, discusséo e conclusao. O

capitulo 4 mostra de forma objetiva a concluséo desta tese.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Biossurfactantes: Classificacdo, Propriedades e Aplicacdes

Biossurfactantes ou surfactantes microbianos sdo compostos de origem microbiana, ou
seja, consistem em subprodutos metabdlicos de bactérias, fungos e leveduras, os quais sdo
produzidos durante o crescimento dos microrganismos em diferentes fontes de carbono, como
carboidratos, hidrocarbonetos, gorduras e 6leos (BALAN et al., 2019; GOSWAMI e DEKA,
2019; HENTATI et al., 2019; MARCELINO et al., 2019; PELE et al., 2019; FERREIRA et al.,
2020; MOHANTY et al., 2021). Os metabdlitos auxiliam no transporte e transposi¢cdo dos
substratos insollveis através da membrana celular permitindo que o0s microrganismos
consigam crescer em substratos imisciveis em agua (BOGNOLO, 1999; SANTOS et al., 2016).

Conforme a carga ibnica, os biossurfactantes podem ser classificados como nao-ionicos,
cationicos e anionicos. Esses tensoativos exibem natureza anfifilica, isto &, apresentam uma
porcao hidrofébica (apolar) e uma porcao hidrofilica (polar) (BOGNOLO, 1999; LANG, 2002;
MAIER, 2003; SANTOS et al., 2016). Devido a natureza anfifilica dos biossurfactantes, esses
atuam entre fases fluidas de diferentes graus de polaridades (6leo/agua e agua/éleo) reduzindo
as forcas de repulsdo entre eles, permitindo que se misturem mais facilmente (BOGNOLO,
1999; SHARMA, 2016).

Os biossurfactantes sao classificados de acordo com a sua origem biologica e
composicao quimica. H4 uma extensa variedade de microrganismos produtores de diferentes
tipos de biossurfactantes (Tabela 1). Geralmente os biossurfactantes sdo divididos em dois
grupos com base no peso molecular, sendo eles: os de baixa massa molecular tem maior
habilidade para reduzir a tenséo superficial (TS) e tensao interfacial (Tl) e os de alta massa
molecular mostram maior eficiéncia como agentes estabilizadores de emulsdo (Tabela 1)
(SHARMA, 2016; FARIQ e YASMIN, 2018). No entanto, todos os biossurfactantes podem

reduzir a TS e TI, assim como emulsificar substratos hidrofébicos.



Tabela 1 - Classificacao dos biossurfactantes e microrganismos produtores.

(continua)

Biossurfactantes

Microrganismos

Referéncias

Grupo | Subgrupo | Classe
Pseudomonas sp. Kaskatepe e Yildiz (2016)
P. putida;
Ramnolipicios P. pachastrella Kaskatepe et al. (2017)
Camara et al. (2019),
P. aeruginosa Cameotra e Singh (2009),
Costa et al. (2010)
Torulopsis bombicola Ito e Inoue (1982)
T. apicola Hommel et al. (1987)
Candida (Turolopsis) apicola Hommel et al. (1994)
" T. petrophilium Coope_r e Paddock (1983)
2 o Elshafie et al. (2015),
2 Soforolipidios Daverey e Pakshirajan
= . . (2010), Solaiman et al.
o
3 Candida bombicola (2004). Cavalero e
O] Cooper (2003), Casas e
Garcia-Ochoa (1999)
C. albicans El-Sheshtawy et al. (2016)
Bages-Estopa et al.
Rhodococcus sp. (2018); White et al. (2013)
Tsukamurella spumae, .
3 Trealolipidios | T pseudospun?ae Kugler et al. (2014)
§ R. erythropolis Rapp et al. (1979)
g Mycobacterium fortuitum Gautier et al. (1992)
< Cybersan Cyberlindnera saturnus Balan et al. (2019)
(]
0
g Aneurinifactina | Aneurinibacillus aneurinilyticus | Balan et al. (2017)
,‘>_5 Artrofactina Arthrobacter sp. Morikawa et al. (1993)
S Bioelan Streptomyces sp. Santos et al. (2019)b
Viscosina P. fluorescens Alsohim et al. (2014)

Lipopeptidios e lipoproteinas

Serrawetina

Serratia marcescens

Budsabun (2015)

Ashish e Debnath (Das)

o
)
o n
oZe
833
-
522
OU)E
SO
0T O
\<5_‘-0—

C. tropicalis
Surfactina (2018). T I
B. subtilis Nogueira Felix et al.
(2019)
. . Bernheimer e Avigad
Subtilisina B. subtilis (1970)
Gramicidina B. brevis Marabhiel et al. (1979)
Polimixina B. polymyxa Suzuki et al. (1965)
- . Cooper et al.
Acidos graxos | Corynebacterium lepus (1979)
Lipidios Nocardia erythropolis Macdonald et al. (1981)
neutros
Fosfolipidios | Thiobacillus thiooxidans Beebe e Umbreit

(1971)

10
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Tabela 1 - Classificacao dos biossurfactantes e microrganismos produtores.

(concluséo)

Biossurfactantes
Microrganismos Referéncias
Grupo | Subgrupo | Classe

" Acinetobacter calcoaceticus Rubinovitz et al. (1982)
= o Emulsan -
kS o A. venetianus Castro et al. (2008)
3 @ Biodispesan A. calcoaceticus Rosenberg et al. (1988)
% E Yansan Yarrowia lipolytica Amaral et al. (2006)
IS S Liposan C. lipolytica Cirigliano e Carman (1984)
© a Carboidrato Persson et al. (1988)
& = -lipidio- P. fluorescens
= g proteina
s R Manana-lipidio | ~ . e Kappeliet al. (1984)
< ;7:; -proteina - tTop

Proteina PA P. aeruginosa Hisatsuka et al. (1977)

Como visto, uma variedade de biossurfactantes sdo descritos na literatura, os quais
apresentam diversidade de estruturas quimicas, muitas das quais sdo conhecidas e outras
estdo sendo elucidadas. Entre os biossurfactantes, os glicolipidios sdo bastante estudados
(KITAMOTO et al.,, 2001; EL-SHESHTAWY et al, 2016; JEZIERSKA et al., 2018;
KHADEMOLHOSSEINI et al., 2019). Estruturalmente, consistem em uma porcdo de
carboidratos combinados com uma longa cadeia de acidos graxos. Os glicolipidios mais
conhecidos sé&o os ramnolipidios, soforolipidios (SLs) e trealolipidios (RIKALOVIC et al., 2015;
JEZIERSKA et al., 2018).

Os ramnolipidios séo produzidos principalmente pela P. aeruginosa (RIKALOVIC et al.,
2015; KASKATEPE e YILDIZ 2016; KASKATEPE et al. 2017, SOBERON-CHAVEZ et al.,
2021) e, sédo formados por uma ou duas moléculas de ramnose (porcéo hidrofilica), que é
conectado via ligacao glicosidica a uma ou duas moléculas de acido graxo (porc¢ao hidrofébica)
(TISO et al., 2018). Essa classe de biossurfactante € muito atrativa, pois podem ser produzidos
em meios de cultivo contendo hidrocarbonetos ou carboidratos como Unica fonte de carbono,
e conseguem reduzir a TS e emulsificar hidrocarbonetos (CAMEOTRA e SINGH, 2009;
MOUSSA et al., 2014; LOVAGLIO et al., 2015; TISO et al., 2018; BEZERRA et al., 2019).

Os SLs sdo moléculas bioativas produzidas principalmente pela levedura C. bombicola
(SOLAIMAN et al.,, 2004; DAVEREY e PAKSHIRAJAN, 2010; ELSHAFIE et al., 2015;
CELLIGOI et al., 2020) sdo compostas por uma porcéo hidrofilica, dissacarideos de soporose,

ligada a uma porgéo hidrofobica, constituida por uma longa cadeia de &cido graxos (LANG,



12

2002; JEZIERSKA et al., 2018; MA et al., 2019), com capacidade de reduzir a TS da agua para
um valor inferior a 30 mN/m (DEVELTER e LAURYSSEN, 2010; ELSHAFIE et al., 2015).

Os trealolipidios sdo compostos por um grupo de carboidratos combinados com grupo de
acido graxos. Diferentemente dos outros glicolipidios, suas por¢des hidrofébicas sdo mais
diversas, incluindo é&cidos alifaticos e &cidos hidroxilados de cadeia ramificada (acidos
micolicos) com variados comprimentos, sendo que a cadeia hidrofébica em cada lipidio de
trealose séo classificadas em mono, di e trimicolatos de trealose ndo-idnicos e tetra-ésteres
de trealose anidnicos e lipidios de succinil-trealose (FRANZETTI et al., 2010; SHARMA, 2016;
BAGES-ESTOPA et al., 2018). Esse tipo de biossurfactante tem potencial para reduzira TS e
solubilizar misturas hidrofobicas (SHARMA, 2016).

Os lipopeptidios ou lipoproteinas apresentam em sua estrutura uma cadeia de acido
graxo combinada com um grupo proteico (MNIF e GHRIBI, 2015). O grupo proteico pode ser
neutro ou aniénico, sendo que os aminoacidos geralmente estéo arranjados em uma estrutura
ciclica (MAIER, 2003). Esse tensoativo € bastante estudado por sua atividade antimicrobiana
(RAAIJMAKERS et al., 2010; PEREZ et al., 2017).

O lipopeptidio mais estudado € a surfactina, amplamente relatada como subproduto
metabolico do género Bacillus, a qual € constituida por um acido graxo em combinacdo com
uma porcao peptidica que podem corresponder a um grupo de isoformas, as quais diferem
pela composicdo da porcédo peptidica, pelo comprimento da cadeia de acidos graxos e pelo
vinculo entre as duas partes. As isoformas contém pelo menos oito dipeptideos com um
numero de atomos de carbono entre 13 e 16 como parte do sistema de anéis. Varias isoformas
podem ser produzidas pela mesma cepa (SHALIGRAM e SINGHAL, 2010; MNIF e GHRIBI,
2015).

A surfactina é muito potente, pois reduz a TS da agua de 72 mN/m para 27 mN/m (YEH
et al., 2008). Além disso, apresenta elevada atividade emulsificante de hidrocarbonetos
(querosene, hexadecano e diesel), sendo assim, pode ser utilizada para tratamento e
recuperacdo de ambientes contaminados com esses compostos. A surfactina também
apresenta atividade antiviral, antifangica, larvicida e adulticida e remove biofilmes formados
por microrganismos patogénicos (GEETHA et al., 2012; SANTOS et al., 2018).

Os fosfolipidios, lipidios neutros e acidos graxos sdo moléculas que fazem parte da

estrutura celular e apresentam propriedades surfactantes (MAIER, 2003). Sao produzidos por
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leveduras e em grande quantidade por bactérias e podem solubilizar o enxofre ou até mesmo
aumentar a solubilidade do hexadecano (ROSENBERG e RON, 1999).

Os biossurfactantes poliméricos sdo formados por complexos de polissacarideos ligados
a cadeia hidrocarbbnica, ou seja, esses polimeros podem possuir carboidratos, lipidios,
proteinas, sendo que em alguns casos, o0 polimero pode ser uma mistura desses compostos,
exibindo propriedades de emulsificacdo (MAIER, 2003). O emulsan é o biossurfactante
polimérico mais estudado e caracterizado, é composto por um heteropolissacarideo ligado a
acidos graxos por meio de uma ligacdo éster com ligagcbes amidas e uma por¢cao proteica
(DESAI e BANAT, 1997; PANILAITIS et al., 2007; CASTRO et al., 2008; VANDANA e SINGH,
2018).

E notdrio que os biossurfactantes apresentam variacdo na composi¢ao quimica, a qual é
devido a estes serem produzidos por diferentes espécies de microrganismos a partir de
diversas fontes de carbono. Também é evidente que uma das principais propriedades desses
compostos anfifilicos é a reducédo da TS e TI, entre fluidos com diferentes graus de polaridade.
Esses tensoativos bioldgicos reduzem a TS da agua de 72 mN/m para uma taxa inferior a 30
mN/m (LIMA et al., 2017; SOARES DA SILVA et al., 2017; SANTOS et al., 2018) e a Tl entre
a agua/n-alcanos de 40 mN/m para 1 mN/m (SYLDATK et al., 1985).

A reducdo da TS depende da concentracdo do biossurfactante no meio aquoso, pois a
TS reduz com o0 aumento da concentracdo do biossurfactante, isto é, até que a concentracao
micelar critica (CMC) seja obtida (WHANG et al., 2008; SHARMA, 2016). A CMC corresponde
a concentracdo minima de surfactante necessaria para reducdo maxima da TS, ou seja,
surfactantes eficientes apresentam baixa CMC. A CMC depende da estrutura quimica do
surfactante, pH, temperatura e forca iénica do solvente (DESAI e BANAT, 1997; SHARMA,
2016; MOLDES et al., 2020).

Quando a CMC ¢ atingida os monémeros do biossurfactante se associam formando as
micelas, vesiculas ou lamelas (Figura 1) (NGUYEN et al., 2008). A partir da formacao de
micelas a TS se mantera constante ou a mudanca € muito pequena (WHANG et al., 2008).
Portanto, quando a TS é reduzida ocorre 0 aumento da solubilidade e da biodisponibilidade de
substancias organicas lipofilicas (TRIPATHY e MISHRA, 2016).

Para ser considerado um bom biossurfactante, esses compostos devem apresentar
eficiéncia a qual € mensurada pelos baixos valores de CMC (DESAI e BANAT, 1997; SHARMA,

2016). Em geral, os biossurfactante sdo mais eficientes quando a sua CMC é de
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aproximadamente 10 a 40 vezes menor que o dos surfactantes derivados do petrdleo (DESAI
e BANAT, 1997; NESMERAK e NEMCOVA, 2006; ANJUM et al., 2016; SHARMA, 2016).

Figura 1 - Relagéo entre a concentracao de biossurfactante, tensao superficial e formacao de

micelas.
porgao hidroﬁ'}b\ca—. Mondmeros de §\\5%¢_’ .
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Fonte: Autor

Os biossurfactantes também podem exibir estabilidade em condi¢des fisico-quimicas
variadas, como tolerancia a temperatura, salinidade e pH. A estabilidade dos biossurfactantes
produzidos por leveduras e bactérias € de extrema importancia para que esses tensoativos
possam ser aplicados em diferentes campos da industria.

Horowitz et al. (1990) relataram que o lipopeptidio produzido por Bacillus licheniformis 86
apresenta termoestabilidade quando submetido a temperatura de 120 °C por 20 min, e é
estavel em pH até 13, porém a sua atividade é reduzida em pH < 4,0.

Nitschke e Pastore (2006) comprovaram que o biossurfactante produzido pelo Bacillus
subtilis apresenta estabilidade apds exposicdo a altas temperaturas (100 °C por 2 h ou a 121
°C por 15 min), nessas condi¢des a atividade superficial foi mantida e, o biossurfactante pode
ser armazenado por até 6 meses, sob baixa temperatura (-18 °C). Os autores ainda reportaram
gue a tensoatividade nao se altera na faixa de pH variando de 5a 11.

Nogueira Felix et al. (2019) reportaram que a surfactina produzida pelo Bacillus subtilis
também apresenta estabilidade em diferentes faixas de pH (6,0 a 8,0), temperatura (4 a 121

°C) e salinidade (2,5% a 10% NacCl). Singh e Tiwary (2016) mostraram que a Pseudomonas
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otitidis sintetiza glicolipidios termoestavel (80 - 100 °C), e com estabilidade em meio &cido (pH
3 - 11) e diferentes concentracdes de salinidade (2,0 a 10,0% de NaCl).

Biossurfactantes produzidos por leveduras também apresentam excelente estabilidade
em diferentes condigcbes como relatado por Derguine-Mecheri et al. (2021), os autores
descreveram que o biossurfactante produzido pela levedura R. mucilaginosa apresentou
estabilidade em condi¢cbes extremas de pH (2 a 12), temperatura (4 a 100 °C) e salinidade (1
a 10%).

De acordo com Bognolo (1999), Ferreira et al., (2020), Nitschke e Pastore (2006) os
biossurfactantes também podem ser estaveis em concentracdes elevadas de NaCl (10% a
20%) diferentemente dos surfactantes convencionais que s&o inativados nessas condicoes,
pois solucdes de 2 - 3% do sal é suficiente para inativa-los.

Como visto, devido composicao bioquimica os biossurfactantes apresentam diferentes
propriedades tornando-se uma alternativa aos surfactantes sintéticos; sendo assim estes
podem ser aplicados em varias areas da industria. A maior area para aplicacdo dos
biossurfactantes € a industria petrolifera, onde sdo empregados na producao de petrdleo ou
em formulacdes de 6leos lubrificantes. Além disso, em caso de acidentes como derramamento
de Oleos em oceanos, estes podem aumentar a biodegradacdo dos hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos, os quais sao 0s principais compostos dos 6leos de origem petrdleo
(MAKKAR e ROCKNE, 2003; NIKOLOVA e GUTIERREZ, 2021).

Como os biossurfactantes apresentam atividade antimicrobiana, podem ser usados pela
indastria agricola para remocéo de fitopatégenos. Como exemplo, os ramnolipidios inibem
patégenos que adquiriram resisténcia aos pesticidas quimicos e podem estimular a imunidade
das plantas, ocasionando a reducéo de infeccdo por patégenos (SACHDEV e CAMEOTRA,
2013). Os ramnolipidios também apresentam propriedades antitumorais em linhas de células
de cancer humano HL-60, SKW-3, BV-173 e JMSU-1, onde a concentracao de inibicédo (ICsp)
eficiente para inibir essas células foram de 67 uM, 54 uM, 50 uM e 60 pM, respectivamente
(CHRISTOVA et al. 2013). Rahimi et al. (2019) relataram que uma ICso de 28,87 pug/mL e 31,00
pg/mL de mono- e di-ramnolipidios inibem a proliferacdo de células do cancer de mama
humano MCF-7.

Na industria de alimentos, os biossurfactantes podem ser usados como emulsificantes
ou como solubilizantes (RANASALVA et al., 2014; SHARMA, 2016). Na area médica, podem

aplicados como inibidores de microrganismos patogénicos, pois estes aderem as superficies
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solidas ou em locais infeccionados e combatem a coloniza¢do dos patégenos (RODRIGUES
et al., 2006). Por exemplo, uma solugao 5,0 pg de surfactina utilizada para revestir cateteres
uretrais reduziu a quantidade de biofilme formada por Salmonella entérica serovar typhimurium
(MIRELES et al., 2001). A surfactina também apresentou forte citotoxicidade para as linhas de
células de cancer de mamifero HCT-15, Hep2-C, L-132, MCF-7 e NIH/3T3, inibindo 80,1%,
76,09%, 88,56%, 78,91% e 77,84% do céancer, respectivamente (MEENA et al., 2020).

2.2 Subprodutos Adgroindustriais para Producdo de Biossurfactante

Os biossurfactantes apesar de serem moléculas muito versateis ndo sédo
economicamente competitivos com os surfactantes sintéticos, devido ao elevado custo de
producdo (MAKKAR et al., 2011; MOHANTY et al, 2021). Portanto, para que 0s
biossurfactantes possam competir no mercado de surfactantes faz-se necessario a reducao
dos custos de producédo. Uma alternativa de reducéo é a utilizacdo de substratos baratos e
abundantes.

O uso de substratos alternativos pode reduzir os custos de producao dos biossurfactantes
em 50% no valor do produto (JOSHI e DESAI, 2010). Outra alternativa esta voltada para a
otimizacdo das condi¢cdes de cultivo e nos processos de recuperacdo mais econdémicos
(SAHARAN et al., 2011; SINGH et al., 2019).

Uma variedade de substratos tais como casca de banana (CHOOKLIN et al., 2014), casca
de laranja (GEORGE e JAYACHANDRAN, 2009), manipueira (NITSCHKE e PASTORE, 2006),
casca de arroz (OJE et al., 2016), bagaco de cana (MARCELINO et al., 2019), casca e farelo
de arroz (CASTIGLIONI et al., 2009), vinhaca, 6leo de fritura (OLIVEIRA e GARCIA-CRUZ,
2013), residuo de poda de vinhedo (VECINO et al., 2017), aguas residuais de cana-de-acucar
(SANTOS et al., 2019a), soro de queijo, residuos de pescado (AGUIAR et al., 2018), melaco
de cana, licor de maceracéo de milho (GUDINA et al., 2016), casca de batata (DAS e KUMAR,
2018), palha de trigo (PRABU et al., 2015), palha e casca de arroz, farelo de milho e soja (ZHU
et al., 2013) ja foram estudados para producéo de biossurfactantes.

Como visto, as biomassas lignoceluldsicas estdo sendo exploradas para a producéo de
biossurfactantes, pois s&do ricas em carboidratos que podem ser utlizados pelos
microrganismos como fonte de carbono. As biomassas sdo compostas principalmente por
fibras da celulose, hemicelulose e lignina que estdo associados entre si, em concentracdes

variadas, constituindo o complexo celular da biomassa vegetal (Figura 2). A concentracdo das
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fiboras de celulose, hemicelulose e lignina em biomassas usadas na produgdo de
biossurfactante est4 descrito na Tabela 2.

Figura 2 - Esquema da estrutura da lignocelulose mostrando fragdes de celulose, hemicelulose
e lignina.

Parede Celular Vegetal

Fonte: Bamdada, Hawboldta e Macquarrie (2018).
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Tabela 2 - Composicao (%) de biomassas lignocelulésicas usadas na producédo de
biossurfactante.

Blomassa, : Celulose (%) Lignina (%)  Hemicelulose (%) Referéncias
lignocelulésica
Bagaco de uva 10,8 - 50,9 bortilari |
~ ortilla-Rivera et al.
Cascas de avela 23,7 - 40,8 (2008)
Cascas de nozes 23 - 37,4
Carnauba 23,9 32,7 11,8
Pedinculo caju 21,0 45,8 11,5
Residuo de coco Magalhaes et al.
verde 36,2 30,2 23,7 (2018)
Moringa oleifera 12,0 53 14,6
Bagaco de cana 39,2 18,8 25,2
Casca de farelo de 23.0 21.4 )
cevada
Broto de videira 34,1 12,8 -
Espiga de milho 31,7 30,9 - Moldes et al. (2007)
Chips de
Eucalyptus 46,3 16,6 -
globulus
Ni’Matuzahroh et al.
Palha de arroz 42,2 4,4 21,3 (2019)
Residuo da poda 34,0 27,0 19,0 Vecino et al. (2017)
de vinhedo

2.3 Composicao e Estrutura Quimica das Biomassas Lignocelulésicas

As biomassas lignoceluldsicas sdo constituidas principalmente de celulose, hemicelulose
e lignina, onde a celulose forma um esqueleto cercado por hemicelulose e lignina (ANWAR et
al., 2014). A celulose, principal constituinte da parede celular vegetal, € um polimero linear de
alto peso molecular, composto por milhares de unidades de monémeros [3-D-glicopiranose,
unidas por ligacao glicosidica -1—4 (LACA et al., 2019). A celulose esta disposta em fibras
compostas por microfibrilas, ordenadas paralelamente e ligadas por ligacées de hidrogénio,
gue confere rigidez a estrutura, e sdo responsaveis por organizar as fibrilas, estruturas
altamente ordenadas que séo cercadas por uma matriz de hemicelulose e lignina (SUN et al.,
2004, SUN et al., 2005).

As microfibrilas de celulose tém regides altamente cristalinas e regiées amorfas menos

ordenadas. A celulose cristalina € menos soltvel e menos degradavel (ANWAR et al., 2014).
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Embora a celulose funcione como o componente rigido e de sustentacdo da parede celular, a
rigidez da microfibrila de celulose é refor¢cada dentro de uma matriz de hemicelulose e lignina.

A hemicelulose é um heteropolimero linear com cadeias altamente ramificadas, composto
tipicamente por diferentes acucares hexoses (D-glicose, D-manose, L-ramnose, L-fucose, D-
galactose, L-galactose), pentoses (D-xilose e L-arabinose) e acido (D-acido glucurénico)
ligados por ligacdes glicosidicas de diferentes tipos a- ou 8- (1—2, 1—-3, 1—4, 1—6) (LACA et
al., 2019).

Dependendo do residuo de acgucar na cadeia principal, a hemicelulose apresenta
diferentes classificagcbes como por exemplo xilanos, mananos, glucanos, glucoronoxilanos,
arabinoxilanos, glucomananos, galactomananas, galactoglucomananas, [-glucanos e
xiloglucanos. Diferentemente da celulose, as hemiceluloses sédo amorfas e ndo contém regioes
cristalinas, sendo assim sdo mais susceptiveis a hidrélise quimica sob condi¢cdes mais brandas
(PALMQVIST e HAHN-HAGERDAL, 2000; ANWAR et al., 2014).

A lignina é um polimero ramificado de composto aromatico, ou seja, tem estrutura
formada por unidades de p-propilfenol, com substituintes metoxila no anel aromatico, unidas
por ligacéo tipo éter, que estabelecem liga¢ées cruzadas entre si. E composta por diferentes
precursores de mondémeros: alcool cumarico, alcool coniferilico e alcool sinapilico (ZHANG,
2019).

A lignina esta intimamente ligada a celulose e hemicelulose e sua principal funcéo é
fornecer rigidez e coeséo a parede celular da planta, conferir a impermeabilidade a agua aos
vasos do xilema e formar uma barreira fisico-quimica contra ao ataque de patdgenos. Esse
polimero € extremamente resistente a degradacdo quimica e enzimatica (PALMQVIST e
HAHN-HAGERDAL, 2000; ZHANG, 2019).

2.4 Hidrolisados Hemiceluldsicos

A biomassa lignocelul6sica pode ser submetida a deferentes tratamentos, sendo eles
térmicos (RIOS-GONZALEZ et al., 2017; CONRAD e SMIRNOVA, 2020), enzimaticos
(FORSSELL et al., 2008; PAZ et al., 2019) e quimicos (EL-BATAL e KHALAF, 2004; SILVA et
al.,, 2010; ROJAS-CHAMORRO et al., 2018; TIZAZU e MOHOLKAR, 2018), os quais irdo
ajudar a degradar a estrutura da celulose e hemicelulose liberando agucares que podem ser
fermentados microbianamente para producdo de compostos de valor agregado (TAN e LI,
2018; LACA et al., 2019; MOHANTY et al., 2021).
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A hemicelulose pode ser facilmente degradada por meio dos processos de hidrélises
utilizando acidos diluidos em condi¢cdes moderadas, pois como a hemicelulose € amorfa,
condicdes menos severas podem auxiliar na liberagdo de acucares de sua estrutura,
diferentemente da celulose que sdo necessérias condicbes muito mais severas para ser
hidrolisada (ANWAR et al., 2014; LACA et al., 2019).

Diferentes acidos sao utilizados para a hidrélise de uma variedade de biomassas. Devido
a maior eficiéncia para liberacdo de acucares fermentesciveis e ao baixo custo, o &cido
sulfarico diluido (H2SO4) é o mais usado no tratamento de biomassa lignoceluldsica, para
obtencdo de monossacarideos (ROBERTO et al., 2003; TIZAZU e MOHOLKAR, 2018; LACA
et al., 2019; MOHANTY et al., 2021).

O processo de hidrdlise acida ndo produz somente acgucares, mas também pode ocorrer
a formacdo de subprodutos derivados do furano (furfural e hidroximetilfurfural), compostos
fenolicos, acido levulinico e &cido acético (Figura 3) (PALMQVIST e HAHN-HAGERDAL, 2000;
KUMAR e SHARMA, 2017; DELBECQ et al., 2018).

Portanto, deve-se escolher as condicdes adequadas para realizacdo da hidrdlise da
biomassa lignocelulésica, pois durante o processo de fermentacdo, dependendo da
concentracdo em que se encontram esses subprodutos da hidrélise acida podem afetar o
crescimento microbiano e a conversdo dos acucares em produtos de valores agregados
(ROBERTO et al., 2003; ANWAR et al., 2014).

Como as fracbes hemicelulésicas sdo ricas em acucares e podem ser obtidas de
diferentes biomassas lignoceluldsicas, muitos estudos tém sido direcionados na conversao de
acucares hemicelulésicos para producédo de etanol e xilitol. Hidrolisados hemicelulésicos de
palha de arroz, palha de trigo e palha de milho podem ser utilizados como meio de fermentacéo
para producdo de etanol pela Pichia stipitis NRRL Y-7124 e por leveduras recombinantes
(NIGAM, 2001; SILVA et al., 2010; ZHAO e XIA, 2010; LIN et al., 2012). O xilitol também pode
ser produzido a partir de hidrolisados hemicelulésicos de diferentes biomassas por leveduras
do género Candida (EL-BATAL e KHALAF, 2004; LI et al., 2012; MISRA et al., 2013).
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Figura 3 - Subprodutos formados durante o processo de hidrolise de biomassas

lignocelul6sicas.
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No entanto, na literatura ha poucos relatos sobre producéo de biossurfactantes a partir
de hidrolisados hemiceluldsicos. Portilla-Rivera et al. (2008) relataram a producédo de
biossurfactante a partir de hidrolisados hemicelulésicos da casca de aveld, bagaco de uva e
de nozes, e tendo o Lactobacillus pentosus como agente fermentador. Marcelino et al. (2017;
2019) mostraram a producdo de biossurfactante usando hidrolisados hemiceluldsicos do

bagaco de cana por diferentes espécies de leveduras.

2.5 Bagaco de Malte: Uma Biomassa Lighocelulésica

A cevada (Hordeumvulgare vulgare L.) é um grdo de cereal altamente adaptavel

produzido em climas que variam de subartico a subtropical. Esse cereal é a principal matéria-
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prima empregada na elaboracdo de cerveja (GUPTA et al., 2010). Para a cevada ser usada
no processo de fabricacdo da cerveja, o0 grao é submetido a um processo de maltagem, para
elevar o contetdo enzimatico dos graos. No entanto, antes da maltagem, a cevada passa por
periodo de dorméncia (4 a 6 semanas), apos este periodo a cevada é maltada (KUNZE, 2004;
GUPTA et al., 2010).

O malteamento é realizado em trés etapas: (1) maceracdo, (2) germinacdo e (3)
secagem. Durante o processo de maceracao, 0s graos de cevada sao colocados em tanques
contendo agua, com temperatura entre 5 °C a 18 °C, por aproximadamente dois dias, nesse
processo o teor de umidade do gréo atinge 48%, a 4gua do tanque é trocada a cada 6 ou 8
horas e descartada (KUNZE, 2004; MUSSATTO et al., 2006), esse processo de hidratacéo do
grao de cevada é necessario para que se tenha um malteamento de qualidade (GUPTA et al.,
2010).

Para finalizar a etapa de maceracdo, a cevada € transportada para um vaso de
germinacao, a qual fica mantida em contato com uma corrente de ar mantendo a temperatura
entre 15 °C a 21 °C. Nessa etapa, ocorre uma série de degradacdes enzimaticas que
modificam a estrutura do endosperma da cevada, depois de seis ou sete dias, 0 endosperma
e totalmente modificado (KUNZE, 2004; MUSSATTO et al., 2006; GUPTA et al., 2010).

A cevada maltada é seca a 40 - 60 °C, atingindo um teor de umidade de 4 - 5%, esse
procedimento é realizado para evitar a formacédo de aromatizante e contaminagc&o microbiana.
Apdés a secagem o malte € armazenado no maximo por 4 semanas. Depois desse periodo a
cevada maltada moida é misturada com agua. A temperatura da agua é aumentada
gradualmente de 37 °C até atingir 78 °C, para promover a hidrélise enzimatica dos
constituintes do malte como amido e proteinas. O amido € convertido em maltose e dextrina,
as proteinas em polipeptidios e aminoacidos. Essa conversao enzimatica € denominada de
esmagamento, o qual produz um liquido que passa pelo processo de filtracdo. O filtrado
(mosto) é usado para producdo de cerveja e a fragdo sdlida insoluvel € conhecida como
bagaco de malte (KUNZE, 2004; MUSSATTO et al., 2006; MUSSATTO, 2014; WEN et al.,
2019). Na Figura 4 apresenta-se um esquema simplificado da producéo do BM.

O BM é um residuo lignocelulésico, constituido principalmente pelas cascas de cevada
malteada com partes do pericarpo e revestimento das sementes (LYNCH et al., 2016). A

celulose, hemicelulose e lignina sdo os principais componentes do bagaco. Esse residuo é
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rico em proteinas, acucares, minerais e lipidios (MUSSATTO e ROBERTO, 2006; FORSSELL
et al., 2008; XIROS et al., 2008; WHITE et al., 2008; PAZ et al., 2019).

No Brasil, 85% do total de residuos gerados durante o processo de fabricacdo da cerveja
pelas agroindustrias cervejeiras corresponde ao BM (LYNCH et al., 2016). A produ¢cédo mundial
de cerveja em 2018 atingiu 191 bilhdes de litros de cerveja. O Brasil é o terceiro maior produtor
de cerveja no ranking mundial, pois o pais produz cerca de 14,13 bilhdes de litros de cerveja,
ficando atras apenas da China e dos Estados Unidos, que produzem 38,92 e 21,46 bilhdes de
litros de cerveja, respectivamente (BEER SECTOR IN BRAZIL, 2020). De acordo com
Mussatto et al. (2008a) para cada 100 litros de cerveja produzidos é gerado 20 Kg de BM.



24

Figura 4 - Esquema simplificado da producéo de bagac¢o de malte a partir da cevada natural.
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O BM apresenta elevado teor de umidade (72 - 85%), tornando-0 muito susceptivel a
deterioragao o que inviabiliza seu armazenamento (BUFFINGTON, 2014; LYNCH et al., 2016;
ARRANZ et al., 2018). Além disso, essa biomassa € vendida aproximadamente por R$ 75,00
a tonelada dependo da regido, e atualmente ela é destinada como ragéo para animais, no
entanto, 0 uso incorreto na alimentagcdo dos animais pode provocar neurotoxicose, acidose
ruminal e botulismo (BRUST et al., 2015). Devido ao BM ser facilmente contaminado por
fungos e micotoxinas que causam risco para saude animal (GONZALEZ PEREYRA et al.,
2011; MASTANJEVI'C et al., 2019), além disso, a oferta supera a demanda, e esse fator
impulsiona a busca por novas alternativas para o uso dessa biomassa.

Esse residuo é rico em monossacarideos que podem ser liberados da sua estrutura por
meio do processo de hidrélise (MUSSATTO e ROBERTO, 2006). Os agucares podem ser
purificados ou fermentados por microrganismos para producdo de etanol, xilitol, acidos
organicos, aminoacidos, vitaminas, butanodiol (MUSSATTO e ROBERTO, 2005; WHITE et al.,
2008; XIROS e CHRISTAKOPOULOS, 2009; PLAZA et al., 2017; ROJAS-CHAMORRO et al.,
2018).

O BM também foi estudado como um meio para o crescimento de microrganismos para
fins de producdo de enzimas: B-xilosidase, a-L-arabinofuranosidase, a-amilase, xilanase,
celulases e hemicelulase (MANDALARI et al.,, 2008; GRIGOREVSKI-LIMA et al., 2009;
TERRASAN et al., 2010; HASHEMI et al., 2011; XIROS e CHRISTAKOPOULOQOS, 2012).

Assim, o0 BM pode ser uma fonte de carbono alternativa para producéo de biossurfactante
principalmente por leveduras, tendo em vista que esses microrganismos conseguem
metabolizar diferentes fontes carbono. Além disso, é de extrema relevancia o desenvolvimento
pesquisas voltadas para valorizacdo e aproveitamento dessa biomassa que pode ser utilizada
para gerar bioprodutos e reduzir seu impacto no ambiente.

Diferentes espécies de leveduras séo estudas para producao de biossurfactantes a partir
de varios substratos, principalmente as pertencentes aos géneros Candida e Pseudozyma,
produzindo principalmente soforolipidios e manosileritriol lipidios, respectivamente (Tabela 3).
No entanto, sdo necessarios mais estudos voltados para a producdo de biossurfactante por
espécies do género Rhodotorula, as quais ainda sdo pouco estudadas quanto ao potencial

para producédo destes tensoativos (Tabela 3).



Tabela 3 -Substratos testados para producéo de biossurfactante pelas leveduras.

(continua)

Biossurfactante

Fonte de carbono

Microrganismo

Referéncias

Lipoproteina

Licor e soro de leite

C. glabrata

Lima et al. (2017)

Manoproteina

Lactose

Kluyveromyces marxianus

Lukondeh et al.,
(2003)

Acido graxo

Oleo de milho

C. ingens

Amézcua-Vega et al.
(2007)

Poliois-lipidios

Glicose

Rhodotorula glutinis

Yoon e Rhee (1983)

Ashish e Debnath

Lipopeptidio Glicose e hidrocarboneto C. tropicalis (2018)
Oleo de amendoim C. sphaerica Sobrinho et al. (2008)
Gordura Nanlmal e licor de C. lipolytica Santos et al. (2014)
maceracdo de milho
< . Saccharomyces Dhivya et al. (2014)
Oleo de amendoim cerevisiae

Glicolipidios Sajna et al. (2013)

Oleo de soja

Pseudozyma sp.

Hidrolisado do bagaco da
cana-de-aculcar

Scheffersomyces stipitis

Marcelino et al.
(2017)

Soforolipidios

Glicose e azeite Wickerhamomyces Souza et al. (2017)
anomalus

Glicose e 6leo de milho C. bombicola Elshafie et al. (2015)

Glicose R. babjevae Sen et al. (2017)

Glicose e 6leo

C. bombicola

Casas e Garcia-
Ochoa, (1999)

Glicose

C. bombicola

Cavalero e Cooper
(2003)

Manosileritriol

Candida spp. Gaur et al. (2019)
Residuos de alimentos Starmerella bombicola Kaur et al. (2019)
Oleo de fritura Meyerozyma Camargo et al. (2018)
guilliermondii
Oleo de colza Wickerhamiella Chen et al. (2006)
domercgiae
P. rugulosa Morita et al. (2006)
Candida sp. Kim et al. (2006)
P. aphidis Rau et al. (2005)
P. aphidis Fan et al. (2014)

Kurtzmanomyces sp.

Kakugawa et al.

lipidios Oleo de soja . (2002)
P. fusifornata,
P. parantarctica, Morita et al. (2007)
P. tsukubabaensis
P. antarctica, Fukuoka et al. (2007)
P. rugulosa

Complexo Glicose C. lipolytica Sarubbo et al. (2001)

carboidrato-
proteina-lipidio

Yarrowia lipolytica

Amaral et al., (2006)

n-alcanos e petréleo bruto

Y. lipolytica

Zinjarde e Pant,
(2002)

26
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Tabela 3 - Substratos testados para producéo de biossurfactante pelas leveduras.
(concluséo)

Biossurfactante Fonte de carbono Microrganismo Referéncias
Glicerina bruta e
suco de maca de Y. lipolytica Fontes et al. (2012)
caju

Residuos de frituras

de vegetais e licor

de maceracao do

milho R. glutinis
Residuos da

producéo de sorvete,

aguardente de milho

€ manipueira

Max et al. (2012)

Ribeiro et al. (2012a)

N&o determinado P. hubeiensis
Glicose P. antarctica, Sari et al. (2014)
P. aphidis
Manipueira P. tsukubaensis Cavalcante Fai et .

(2015)

Oleo de amendoim
residual e licor de C. sphaerica Chapréo et al. (2015)
milho, 6leo de motor
Glicose, sacarose,

6leo de soia. palma  WVickerhamomyces Dejwatthanakomol
12 P anomalus et al. (2016)
e de coco
ooy Sl C. tropicalis Accorsini et al. (2012)
glicerol

2.6 Levedura Oleaginosa: Rhodotorula mucilaginosa

Rhodotorula mucilaginosa € um basidiomiceto (Figura 5), considerada como patégeno
oportunista em humanos, e apesar de ser considerado como patogénica (JARROS et al.,
2020), essa levedura € de grande interesse para indastria, pois produz metabolitos
interessantes como carotenoides, acidos graxos, lipidios (COSTA et al., 2020), etanol e xilitol
a partir hexoses e pentoses (BURA et al.,, 2012). Também foi relatado o potencial da R.
mucilaginosa para producdo de biomoléculas com atividade surfactantes e bioemulsificantes
(KAWAHARA et al., 2013).

Derguine-Mecheri et al. (2021) isolaram a R. mucilaginosa YBR de um campo petrolifero,
e relataram que essa levedura produz biossurfactante utilizando aguas residuais de moinhos
de azeite como fonte de carbono (2% v/v). O biossurfactante produzido foi capaz de reduzir a
TS de 72 para 35 mN/m, além disso, apresentou potencial para aplicacdo em solos poluidos
com hidrocarbonetos, com uma taxa de remogéao superior a 95%. R. mucilaginosa KUGPP-1

produziu biossurfactante glicoproteico com capacidade de estabilizar a astaxantina, que € um
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carotenoide com capacidade antioxidante, que pode ser aplicado na formulacéo de cosméticos
e na industria de alimentos (KAWAHARA et al., 2013).

A R. mucilaginosa também é capaz de assimilar aglcares liberados de biomassas
lignocelul6sicas, por meio do processo de hidrélise (AYADI et al., 2019). Além dos acUcares,
a levedura consegue metabolizar subprodutos de degradac¢éo como o acido acético, furfural e
hidroximetilfurfural (HMF), que podem ser toxicos aos microrganismos (VAJZOVIC et al.,
2012).

R. mucilaginosa Y-MG1 foi estudada quanto a capacidade de produzir lipidios, que
podem ser usados na producao de biodiesel, a partir de hidrolisado lignocelulésico de farelo
de trigo. No estudo, também foi mostrado que a levedura assimilou pentose e hexose, bem
como glicerol e sacarose (AYADI et al., 2019).

A linhagem R. mucilaginosa CCT3892 também foi estudada quanto a sintese de lipidios
e carotenoides a partir do melaco de cana-de-acucar como fonte de carbono. Esses compostos
sdo de interesse para a industria de alimentos, devido a fonte de energia para o corpo humano,
antioxidantes e agentes metabodlicos (COSTA et al., 2020).

A capacidade da R. mucilaginosa em metabolizar acucares hemicelulésicos e
subprodutos de degradacdo, demonstra que essa levedura é uma excelente candidata para

produzir biossurfactante a partir de hidrolisados hemiceluldsicos oriundos do BM.

Figura 5. Levedura oleaginosa Rhodotorula mucilaginosa LBP5 semeada em &agar

Sabouraud.

Fonte: Autor
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CAPITULO 2

Xilose uma fonte de carbono para producdo de biossurfactante: mini revisao

RESUMO

A xilose é 0 segundo monossacarideo mais abundante na natureza. Os monémeros de xilose
fazem parte da estrutura da hemicelulose, que apresenta estrutura amorfa e é facilmente
degradada pela hidrélise &cida. A xilose é bastante estudada para producdo de xilitol e
biocombustiveis, no entanto, ainda é pouco explorada para producao de biossurfactantes, que
séo moléculas de superficie ativa com propriedades emulsificantes, biodegradaveis e ndo sao
toxicos ao ambiente. Bactérias, fungos e leveduras sdo bastante estudados para producéo de
biossurfactantes a partir de diferentes carboidratos, 6leos e hidrocarbonetos, mas ha poucos
relatos na literatura sobre a producdo de biossurfactantes a partir de hidrolisados
hemiceluldsicos ricos em xilose. Alguns trabalhos mostram que bactérias e leveduras
geralmente produzem glicolipidios a partir de hidrolisados hemicelulésicos. Devido as
diferentes propriedades dos glicolipidios estes podem ser empregados em diferentes areas da

industria, pois podem ser aplicados como biorremediadores, bioinseticidas e antimicrobianos.

Palavras-chave: Acucares. Hemicelulose. Microrganismos. Hidrolisados. Tensoativos

biologicos.
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ABSTRACT

Xylose is the second most abundant monosaccharide in nature. Xylose monomers are part of
the structure of hemicellulose, which shows amorphous structure and is easily degraded by
acid hydrolysis. Xylose is widely studied for xylitol and biofuels production; however, it is still
little explored for the production of biosurfactants, which are active surface molecules with
emulsifying properties, are biodegradable and are non-toxic to the environment. Bacteria, fungi,
and yeasts are extensively studied for the production of biosurfactants from different
carbohydrates, oils and hydrocarbons, but there are few reports in the literature about the
production of biosurfactants from hemicellulosic hydrolysates rich in xylose. Some studies
show that bacteria and yeasts generally produce glycolipids from hemicellulosic hydrolysates.
Due to the different properties of glycolipids, they can be used in different areas of industry, as

they can be applied as bioremediators, bioinsecticides and antimicrobials.

Keywords: Sugars. Hemicellulose. Microorganisms. Hydrolysates. Biological surfactants.
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1. INTRODUCAO

Dentre os agucares que compdem a estrutura da hemicelulose, a xilose (pentose com 5
atomos de carbono) € um dos principais (RODRIGUES et al., 2017; HARAHAP, 2020),
apresentando férmula molecular CsH100s. Além disso, é o segundo acgucar mais abundante
derivado da biomassa lignoceluldsica depois da glicose (CsH1206) (SILVA et al., 2010; CHEN,
2017; RODRIGUES et al., 2017).

O uso de hidrolisados hemicelulésicos, ricos em pentoses, representa uma forma
sustentavel de reciclar biomassas lignoceluldsicas, que sdo residuos da producéo
agroindustrial em larga escala. Técnicas de conversdo de lignoceluloses em xilose sédo
bastante difundidas (HARAHAP, 2020) e, nos ultimos anos, os processos de fermentacao que
utilizam xilose como matéria-prima tém recebido grande atencéo das industrias devido a xilose
ser facilmente obtida em grandes quantidades, e também pode ser convertida em xilitol e
etanol por microrganismos durante os processos de fermentacdo (CHENG et al.,, 2011,
VILELA et al., 2015; RODRUSSAMEE et al., 2018; AHUJA et al., 2020; FAN et al., 2020;
TAMBURINI et al., 2019).

Como existem poucos relatos na literatura sobre a capacidade dos microrganismos em
converter xilose em metabolitos com capacidade surfactante (PORTILLA-RIVERA et al., 2009;
JAIN et al., 2013; MOLDES et al., 2013; JOSHI-NAVARE et al., 2014; KONISHI et al., 2015;
CORTES-CAMARGO et al., 2016; CHEN et al., 2019; PANJIAR et al., 2020), esta revis&o teve
como objetivo discutir exclusivamente sobre a obtencao de hidrolisados hemicelulésicos ricos

em xilose , para a producéo de biossurfactantes por bactérias e leveduras.

2. METODOLOGIA

Este estudo € uma reviséo da literatura sobre a utilizacdo da biomassa lignocelulésica,
rica em xilose, para a producdo de biossurfactante por microrganismos. A revisdo abrange
artigos e livros cientificos disponiveis nas bases de dados de indexacédo: Scielo (Scientific
EletronicLibrary Online), Google Scholar, ScienceDirect, PubMed e Wiley Online Library. A
busca de artigos nas diferentes bases de dados foi realizada usando diferentes termos como:
biossurfactantes, surfactantes microbianos, surfactantes biologicos, biomassa
lignocelulésica, lignocelulose, residuo agroindustrial, hidrélise acida, tratamento acido ou

guimico, fonte de carbono (xilose). A escolha dos artigos nesse estudo foi atemporal.
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3. BIOSSURFACTANTES: SURFACTANTES DE ORIGEM BIOLOGICA

Microrganismos como bactérias, fungos e leveduras podem sintetizar moléculas de
propriedades emulsificantes e de superficie ativa, chamadas de biossurfactantes (CHEN et
al., 2019; MARCELINO et al., 2019; HU et al., 2020). Os biossurfactantes sdo compostos de
natureza anfifilica contendo um grupo hidrofilico e um hidrofébico denominado cabecga e
cauda, respectivamente. Uma das principais propriedades dos biossurfactantes é a reducao
da tensdo superficial (TS) e da tensao interfacial (T1) entre as diferentes fases (liquido-ar,
liquido-liquido) e aumento da solubilidade de compostos imisciveis (AKBARI et al., 2018).
Um biossurfactante é considerado eficaz quando reduz a TS da agua de 72 mN/m para
valores iguais ou inferiores a 40 mN/m (HABA et al., 2000; JOSHI-NAVARE et al., 2014;
CORTES-CAMARGO et al., 2016; PANJIAR et al., 2020), e reduz o Tl entre liquidos com
diferentes graus de polaridade, como entre agua e hexadecano, de 40 mN/m a 1 mN/m
(MULLIGAN, 2005).

A eficiéncia dos biossurfactantes pode ser medida através da concentracdo micelar
critica (CMC). Os melhores biossurfactantes apresentam CMC inferior a 200 mg/L (CORTES-
CAMARGO etal., 2016; ASHISH e DEBNATH, 2018; NOGUEIRA FELIX et al., 2019). ACMC
€ a menor concentracao de surfactante necessaria para a redu¢cdo maxima de TS, quando a
CMC é atingida, os monémeros dos biossurfactantes se associam formando as micelas,
vesiculas ou lamelas e, a partir da formacao das micelas, a TS permanecera constante ou a
mudanca sera muito pequena (Figura 1) (NGUYEN et al., 2008; WHANG et al., 2008). A
CMC é influenciada pelo pH do solvente, temperatura e forca idbnica (MULLIGAN, 2005;
SANTOS et al., 2016; SHARMA, 2016; AKBARI et al., 2018).
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Figura 1 - Relag&o entre a concentracao de biossurfactante (g/L), tensao superficial (mN/m)
e formacéo de micelas. Imagem criada com BioRender.com.
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Fonte: Vieira-Neta et al. (2021).

Os biossurfactantes também tém a capacidade de formar emulsfes estaveis por 24
horas ou mais (WILLUMSEN e KARLSON, 1996; MARCELINO et al., 2019; PANJIAR et al.,
2020). A emulséo é formada quando o surfactante se acumula entre as fases e diminuia TS
e a TI, formando a emulsdo (AKBARI et al.,, 2018). Outra propriedade importante dos
biossurfactantes é a biodegradabilidade, pois sdo facilmente degradados por
microrganismos presentes no meio ambiente e possuem baixa toxicidade, ao contrario dos
surfactantes sintéticos que sao derivados do petroleo e sao de dificil decomposicéo, podendo
causar poluicdo ambiental (SHARMA, 2016).

Como os biossurfactantes séo biodegradaveis e apresentam baixa toxicidade, tornam-
se uma alternativa aos seus homologos quimicos, sendo de interesse para aplicagcdes em
diversas areas da induastria (alimenticia, farmacéutica e cosmética) e ambiental
(biorremediacéo) (SANTOS et al., 2016; SHARMA, 2016; AKBARI et al., 2018; ASHISH e
DEBNATH, 2018).

Os biossurfactantes sdo caracterizados de acordo com sua origem microbiana e
natureza quimica, podendo ser classificados pelo tamanho das moléculas, levando a uma
classificacao de biossurfactantes de baixo e alto peso molecular (Tabela 1). Biossurfactantes
do tipo glicolipidios (ramnolipidios, soforolipidios (SLs), trealolipidios e lipidios de
manosileritritol (MEL)), lipopeptidios (surfactina) e surfactantes poliméricos (emulsan) sao

amplamente estudados.
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Uma das principais caracteristicas dos ramnolipidios é a capacidade de reduzira TS a
valores de 29 mN/m, este biossurfactante é produzido principalmente por Pseudomonas
aeruginosa a partir de varios substratos, como alcanos, piruvato, citratos, agucares e 6leos.
Muitos estudos investigam a capacidade dos ramnolipidios em biodegradar hidrocarbonetos
oriundos do petréleo (HABA et al., 2000; NGUYEN et al., 2008; SANTOS et al., 2016). Os
SLs séo produzidos principalmente por leveduras do género Candida (KURTZMAN et al.,
2010; FARIA et al., 2014; SAMAD et al., 2014). SLs podem reduzir TS para aproximadamente
33 mN/m e Tl entre n-hexadecano e agua de 40 a 5 mN/m (DIAZ DE RIENZO et al., 2015).

Os MELs sédo biossurfactantes promissores devido a sua atividade antitumoral,
podendo ser utilizados no tratamento de infec¢des microbianas (ARUTCHELVI et al., 2008).
Eles sao sintetizados por espécies do Pseudozyma genus em substratos oleosos e agucares
(LANG, 2002; FARIA et al., 2014). Trehalolipidios séo sintetizados por espécies dos géneros
Mycobacterium, Nocardia, Corynebacterium, Arthrobacter e Rhodococcus (VIJAYAKUMA e
SARAVANAN, 2015). Porém, um fungo da espécie Fusarium fujikuro mostrou a capacidade
de sintetizar este biossurfactante com capacidade de reduzir TS de 70 mN/m para 20 mN/m
(REIS et al., 2018).
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Tabela 1 - Classificagao dos biossurfactantes e microrganismos produtores.

Classes Tipos Microrganismos Referéncias
Acido graxo Corynebacterium lepus  Cooper et al. (1979)
& Lipidios neutros Nocardia erythropolis Macdonald et al. (1981)
3 Fosfolipidios Klebsiella pneumoniae Nwaguma et al. (2016)
Q - Pseudomonas
g Ramnolipidios aeruginosa Dobler et al. (2017)
) Soforolipidios Candida bombicola Samad et al. (2014)
O Glicolipidios - Rhodococcus
g Trealolipidios erythropolis Peng et al. (2007)
e - .
= L|p|d|o§ B de Pseudc_)zyma (Candida) Faria et al. (2014)
s} manosileritritol antarctica
Linopeptidios e C. tropicalis Ashish e Debnath (2018)
Lipopr(fteinas Surfactina B. subtilis Nogueira Felix et al. (2019)
Pop ' Freire et al. (2020)
Acinetobacter . o
o= Emulsan calcoaceticus Amani e Kariminezhad (2016)
= Liposan C. lipolytica Cirigliano e Carman (1984)
(O]
g— 2 Sglzfrﬁgtr?cnégs Biodispersan A. calcoaceticus Shabtai (1990)
ﬁ g P Yansan Yarrowia lipolytica Amaral et al. (2006)
Manana-lipidio- . x .
protefna P. aeruginosa Kappeli et al. (1984)

Fonte: Vieira-Neta et al. (2021).

A surfactina produzida principalmente por Bacillus subtilis, € um biossurfactante bastante
estudado por apresentar alta atividade de superficie. Com uma CMC de 10° m, reduz a TS
para 27 mN/m (CHEN et al., 2015). Além disso, a surfactina tem atividade antimicrobiana e
antifangica (WHANG et al., 2008; CHEN et al., 2015; WILLENBACHER et al., 2015; CHEN et
al., 2019; HU et al., 2020).

O Emulsan é um emulsificante para hidrocarbonatos em agua, produzido principalmente
por cepas de Acinetobacter (AMANI e KARIMINEZHAD, 2016; SANTOS et al., 2016). A CMC
de 30 mg/L do emulsan produzido por A. calcoaceticus emulsifica 98% do petréleo e a TS e
Tl sé@o reduzidas para 24 mN/m e 3 mN/m, respectivamente (AMANI e KARIMINEZHAD,
2016).

4. IMPORTANCIA DAS FONTES DE CARBONO E NITROGENIO PARA A PRODUCAO DE
BIOSSURFACTANTES

A fonte de carbono e nitrogénio desempenha um papel importante no crescimento e
producdo de biossurfactantes por microrganismos de véarias espécies. No entanto, a
concentracdo necessaria de carbono e nitrogénio varia de espécie para espécie (HABA et al.,
2000; SANTA ANNA et al., 2002; KONISHI et al., 2015; ARCHANA et al., 2016; SANTOS et
al., 2016; HU et al., 2020).
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Diferentes substratos podem ser usados como fonte de carbono para a producédo de
biossurfactantes por microrganismos (Figura 2), como hidrocarbonetos, carboidratos, 6leos
vegetais e Oleos de processos de fritura. Além disso, residuos industriais e biomassas
lignocelulésicas, oriundos da agroindustria, também podem ser utilizados na producdo de
biossurfactantes (Tabela 2). Muitos estudos tém dado mais atencdo ao uso de biomassas
lignocelulésicas (MOLDES et al., 2007; MARCELINO et al., 2017; MARCELINO et al., 2019;
HU et al., 2020; PANJIAR et al., 2020), que possibilita a producdo de biossurfactantes com
reducdo de até 50% no preco do produto, tendo em vista que os biossurfactantes nao
competem com o0s sintéticos porque o valor de producdo dos mesmos € oneroso. Portanto,
para conquistar mercado, ser comercializado e competir com o0s tensoativos sintéticos, 0s

biossurfactantes devem ser produzidos a baixo custo.

Figura 2 - Substratos usados como fonte de carbono e nitrogénio para producao de
biossurfactantes pelos microrganismos, criado com BioRender.com.
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O carboidrato mais estudado para a producdo de biossurfactantes € a glicose
convencional e a obtida da biomassa lignocelulésica, mas alguns estudos estéo explorando a
xilose das lignoceluloses para a producéo de surfactantes (KONISHI et al., 2015; MARCELINO
et al., 2017; HU et al.,, 2020). No entanto, durante a fermentacdo dos hidrolisados
hemiceluldsicos, que sdo compostos por pentose e hexoses, a glicose pode inibir o
metabolismo da xilose por supressao ou inativacdo do sistema de transporte da xilose ou
enzimas catabdlicas (PORTILLA-RIVERA et al., 2007). Portanto, a taxa de assimilacao de
xilose por microrganismos torna-se muito mais lenta do que as taxas de assimilacao de glicose
(OSIRO et al., 2018). Além disso, poucos estudos demonstraram que microrganismos como
as leveduras, quando cultivados em xilose, sdo muito eficientes na producao de metabdlitos
secundarios, porém, podem ser inibidos ou diminuidos quando a principal fonte de carbono &
a glicose (TURNER et al., 2015; KIM et al., 2017; PANJIAR et al., 2020).

Outros estudos relataram que a repressao catabodlica pode ocorrer na producdo de
biossurfactantes quando a glicose é usada como a principal fonte de carbono (HAUSER e
KARNOVSKY, 1954; DUVNJAK et al.,, 1982; CIRIGLIANO e CARMAN, 1984). Nesses
trabalhos, foi identificado que, apdés o consumo de glicose, inicia-se a producdo de
biossurfactantes sob condicfes de estresse para a célula.

Em relac&o ao nitrogénio, nos processos fermentativos, quando ocorrem baixos niveis
de nitrogénio, o crescimento bacteriano pode ser limitado, direcionando para a producéo de
metabolitos. Em contraste, o excesso de nitrogénio pode limitar a producdo de
biossurfactantes (SANTOS et al., 2016; VIGNESHWARAN et al., 2016). As fontes de
nitrogénio utilizadas para a producdo de biossurfactantes por microrganismos podem ser
organicas ou inorganicas (Figura 2). Na literatura, ha relatos que diversos sais como nitrato
de sodio, nitrato de amdnio, nitrato de potassio e sulfato de aménio sdo usados como fontes
de nitrogénio inorgéanico e extrato de levedura, extrato de carne, ureia, triptona e peptona sao
fontes de nitrogénio orgéanico (Tabela 2) (SANTOS et al., 2016; NURFARAHIN et al., 2018). A
producédo de biossurfactantes geralmente ocorre quando o nitrogénio € esgotado no meio de

cultura durante a fase estacionaria da célula (NURFARAHIN et al., 2018).
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Tabela 2 - Fontes de carbono e nitrogénio utilizadas para produgéo de biossurfactantes

pelos microrganismos.

(continua)

Carbono Nitrogénio Espécies Tipos de BS Referéncias
Casca de aveld e de E_xtrato de Ievedu[a, Lactobacillus Pprt|lla-
nozes e bagaco de uva  Licor de maceracdo entosus nd Rivera et al.
destilado do milho P (2008)
Palha de arroz Licor de maceracgéo
(hidrolisado de milho, casca de
hemicelulésico) soja, torta de 6leo Serratia Xilolividios Panjiaret al.
de semente de nematodiphila P (2020)
Palha de arroz ~
(hidrolisado enzimatico) algodao, (NH,).SO,
e NaNQOs, ureia
N;?;)iﬁi(e)carl}g,egleg NaNOs, (NH4)2SO4  Pseudomonas Ramnolipidios Santa Anna
gleo de ba;bgagu e CH4N20 aeruginosa P et al. (2002)
Ureia, nitrato de
Glicose, glicerol, frutose aménio, extrato de P. aeruginosa nd Archana et
e amido levedura, peptonae (MTCC 7815) al., (2016)
cloreto de amdnio
Residuos do
Hidrolisado de sabugo hidrolisado Qe Bacillus . Chen et al.
de milho penas e residuos o s B 37 Surfactina (2019)
da fébrica de
glutamato
Hidrolisado .
hemicelulésico e NaNOs, NazHPOx, B. tequilensis Cortés-
celulésico do broto de NaCl e extrato de ZSB10 nd Camargo et
videira levedura al. (2016)
Pseudozymaantar
D-xilose, D-glicose e ctica PYCC5048,
mistura de D-xilose/D- Nitrato de sddio EY'épChSI%';ST e MEL Z:Zaorlli)e tal.
glicose P. Rugulosa
PYCC5537"
. Nogueira
. - (NH4)2SO0s4, B. subtilis . .
Suco de caju clarificado NasHPO2 NaCl LAMIOO05 Surfactina I(:zeo“i(gt)at al.
Oleos residuais de . - P. aeruginosa . Habaet al.
fritura Nitrato de s6dio 4772 Ramnolipidios (2000)
o . Agua residual de
gédrrﬁillﬁgdo de espiga glutamato B. subtilis 168 Surfactina z-iz%zeé)al.
monossadico
. . . . - s _ S Joshi-Navare
Xilose e acido oleico Nitrato de sodio Pichiacaribbica Xilolipidio et al., (2014)
—_ . Starmerella o
gldro_llsado de espiga NH4(NO3)2 bombicola NBRC  Soforolipidios Konishi et al.,
e milho 1024 (2015)
Hidrolisado do bagaco Extrato de levedura Stci:hitteifsfel\lrsRog_ygt_es Glicolividios Marcelino et
de cana e nitrato de amoénia P P al. (2019)

7124
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Tabela 2 - Fontes de carbono e nitrogénio utilizadas para producéo de biossurfactantes

pelos microrganismos. (conclus&o)
Hidrolisados Extrato de levedura
hemiceluldsicos de e licor de L. pentosus Glicoproteina Moldes et al.
residuos de poda de %0 de milh CECT-4023" /glicolipopeptidio  (2013)
vinhas maceragédo de milho
Asparagina, :
Dextrose, frutose, Klebsiella
glicose, glicerol, amido NHaNOs, peptona, pneumoniae Fosfolipidios Nwaguma et

ureia e extrato de
e sacarose IVN51
levedura

nd —néo determinado, BS - biossurfactante. Fonte: Vieira-Neta et al. (2021).

al., (2016)

5. HIDROLISE DE BIOMASSAS LIGNOCELULOSICAS E PRODUCAO DE
BIOSSURFACTANTE A PARTIR DE HIDROLISADOS HEMICELULOSICOS RICOS EM
XILOSE

A hemicelulose apresenta estrutura amorfa, com cadeia linear apresentando
ramificagcbes e menor grau de polimerizacdo (~100-200). Devido a essas caracteristicas, a
estrutura da hemicelulose torna-se facil de hidrolisar (LAVARACK et al., 2002; AHMAD e
ZAKARIA, 2019; HARAHAP, 2020).

O principio da técnica de hidrélise consiste em aplicar a temperatura e pressédo para
facilitar a penetracdo do acido nas fibras, e entdo liberar os monossacarideos presentes na
estrutura da hemicelulose (LAVARACK et al., 2002; CHEN e WANG, 2017). A
despolimerizacdo da hemicelulose via hidrélise acida € uma forma comumente usada para
solubilizagdo dos monossacarideos (HARAHAP, 2020), sendo a xilose o principal
monossacarideo produzido. Sua producao pode variar de 75% a 90% nos hidrolisados, e em
menor quantidade ocorre a producao de glicose e arabinose (MUSSATTO e TEIXEIRA, 2010;
RODRIGUES et al., 2017).

Dependendo das condicbes nos processos de hidrdlise, pode ocorrer a formacao de
acido acético e produtos da degradacdo de acucares como o furfural e hidroximetilfurfural
(HMF) (MUSSATTO e TEIXEIRA, 2010; CHEN e WANG, 2017; RODRIGUES et al., 2017). A
presenca destes nos hidrolisados, podem ser téxicas para o metabolismo celular dos
microrganismos durante processos os fermentativos (MUSSATTO et al., 2005; ZHANG et al.,
2011; RODRIGUES et al., 2017; PANJIAR et al., 2020). A concentracdo desses compostos
nos hidrolisados varia bastante, dependo da biomassa lignocelulésica e das condi¢cdes de
hidrdlise utilizada (MUSSATTO et al., 2005; SILVA et al., 2010; MARCELINO et al., 2019;
PANJIAR et al., 2020).
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Os acidos gerados na hidrolise de biomassas sédo acidos fracos, no entanto, devido
serem sollveis em gorduras os acidos conseguem atravessar a membrana celular dos
microrganismos, provocando mudancas no pH e no citoplasma, e com isso inibem o
crescimento microbiano, geralmente acidos fracos sdo usados para conservar alimentos
(CHEN e WANG, 2017). O acido acético € formado quando ocorre a liberacdo dos grupos
acetil da xilanas (HARAHAP, 2020). Mussatto et al. (2005), demonstram que concentragdes
superiores a 3.0 g/L de &cido acético influenciam na producéo de xilitol pela Meyerozyma
guilliermondii, sendo esta concentracdo de acido fortemente téxica para a levedura, mas
concentracgOes inferiores a esse valor ndo afeta o metabolismo da levedura.

O furfural geralmente é formado nos hidrolisados quando ocorre degradac¢éo da xilose e
arabinose, jA o HMF é formado se houver a degradacéo da glicose (ROBERTO et al., 1991;
MUSSATTO et al., 2005; ZHANG et al., 2011). Um estudo realizado recentemente por Panjiar
et al. (2020) relataram que a Serratia nematodiphila também suporta essa concentracao (3.0
g/L) de acido acético, HMF e furfural presentes em hidrolisados da palha de arroz usados
durante a fermentacdo para producdo de biossurfactante. E evidente que a inibicdo do
metabolismo celular dos microrganismos pela acdo desses compostos varia de espécie para
espécie.

Em outros estudos, visando analisar a influéncia dos subprodutos no metabolismo dos
microrganismos, Cheng et al. (2011) demonstram que levedura Candida maltosa consegue
metabolizar tanto furfural quanto o HMF, presentes no licor de xilose. Zhang et al. (2011)
também demonstraram que a levedura Rhodotorula glutinis consegue metabolizar o acido
acético e furfural quando no meio de cultivo esta presente a fonte de carbono xilose. Porém
na presenca da glicose esses compostos inibem o crescimento da levedura. Ask et al. (2013)
também relataram que os subprodutos furfural e HMF interferem na assimilacdo de acucares
pela Saccharomyces cerevisiae. Na presenca desses compostos, a taxa de absorcdo da
glicose é bastante reduzida quando comparada com a taxa de absorcéo da xilose.

A desintoxicacdo biologica pode ser realizada para remover furfural e HMF dos
hidrolisados (CHENG et al., 2011; ZHANG et al.,, 2013; RAN et al., 2014), podendo ser
realizada a desintoxicacdo dos mesmos com o carvao ativado, geralmente € o mais utilizado
(MUSSATTO et al., 2005; KONISHI et al., 2015; MARCELINO et al., 2019). No entanto, o uso
do carvao ativado pode aumentar o custo total de producédo (KONISHI et al., 2015). Portanto,

é fundamental o controle das condi¢bes estabelecidas nos processos de hidrélise para
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minimizar as concentragces de compostos toxicos durante a despolimerizacdo da
hemicelulose.

A hidrélise da hemicelulose com &cido diluido, em condi¢des brandas de tratamento é
adequada para a producédo de xilose (JI et al., 2017; RODRIGUES et al., 2017; TIAN et al.,
2017; MARCELINO et al., 2019). O tratamento térmico pode ser realizado em temperatura
elevada (180 °C) por um periodo de poucos minutos (5 min), ou em baixa temperatura (120
°C) por um tempo de 30 a 90 min (MUSSATTO et al., 2005; RODRIGUES et al., 2017). Mas o
processo mais indicado é o tratamento com acido diluido e hidrélise em baixa temperatura
(120 °C), pois nessas condigdes os inibidores sao produzidos em menor quantidade e a xilose
em maior quantidade (RODRIGUES et al., 2017).

O &cido sulfurico diluido (H2SO4) é comumente utilizado para solubilizar a hemicelulose
devido ao baixo custo e alta eficiéncia (PORTILLA-RIVERA et al., 2008; JI et al., 2017; TIAN
et al., 2017; MARCELINO et al., 2019). Acidos como o cloridrico (HCI), nitrico (HNO3) e
fosforico (H3POa), também podem ser usados para a degradar a hemicelulose (RODRIGUES
et al., 2017; HARAHAP, 2020). Outros acidos menos corrosivos como, acido maleico e
fumarico, podem ser usados na degradacéo da hemicelulose, mas a eficiéncia desses acidos
no processo de hidrdlise € inferior a eficiéncia do acido sulfurico (RUSANEN et al., 2017).

Os hidrolisados hemicelulésicos resultantes da degradacéo das fibras de hemicelulose
com acido, apresentam pH muito acido (pH 1,0), e para serem usados em pProcessos
fermentativos, esses devem ser neutralizados, geralmente as bases mais usadas para ajustar
0 pH s&o CaCOs, NaOH, Ca(OH), (PORTILLA-RIVERA et al., 2008; CORTES-CAMARGO et
al., 2016; CHEN et al., 2019).

E evidente que diferentes acidos podem ser usados para degradar as fibras da
hemicelulose (Tabela 3), e os hidrolisados oriundos dessa degradacédo sao ricos em acucares
fermentaveis, principalmente em xilose, que atualmente estdo sendo explorados para

producédo de biossurfactantes.
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Tabela 3 - Concentracdo de acUcares (g/L) em biomassas lignocelulésicas

usadas para a producgéo de biossurfactante por diferentes microrganismos.

Biomassas Acucares (g/L) Espécie Referéncias
lignocelulosicas Xilose Glicose Arabinose P
Casca de farelo 407 58 74
de cevada
Poda de videira 19,1 9,1 2,8 Moldes et al.
Espiga de milho 36,9 2,7 41 (2007)
Eucalyptus .
globuius chip 19,5 2,2 1,2 Lactobacillus
pentosus Moldes et al
Poda de videira 18,0 10,6 3,9 (2013)
Bagaco de uva 8,2 2,2 2,1 Portilla-
Casca de avela 20,0 0,6 0,6 Rivera et al.
Casca de nozes 18,4 1,3 1,6 (2008)
Cutaneotrichosporon  Marcelino et
mucoides al. (2019)
Bagago de cana 58,76 3,67 4.3 Scheffersomyces Marcelino et
stipitis al. (2017)
13,6 4.9 1,2 Bacillus subtilis168 Hu et al.
. (2020)
Sabugo de milho Chen et al
17,5 15 6,2 B. subtilisBS-37 (2019)
Serratia Panjiar et al.
Palha de arroz 22,0 2,0 nd nematodiphila (2020)

nd — ndo determinado. Fonte: Vieira-Neta et al. (2021).

A bactéria probidtica L. pentosus ATCC-8041 foi estudada quanto a producdo de
biossurfactantes a partir de acucares provenientes de residuos do bagaco de uva destilado e
hidrolisados de cascas de avelds (PORTILLA-RIVERA et al., 2008), e em acucares de
hidrolisados hemiceluldsicos provenientes da poda de vinhedos (PORTILLA-RIVERA et al.,
2009). O primeiro estudo, mostra que o biossurfactante de bagaco de uva destilado e de
cascas de avelas hidrolisadas emulsionou 83% e 76,4% de querosene, respectivamente. A
emulsificacdo € uma das propriedades que permite a utilizacdo de biossurfactantes em
processos de biorremediacdo em locais contaminados com hidrocarbonetos. No segundo
estudo, o substrato influenciou as propriedades do biossurfactante, uma vez que o aumento
da glicose, na auséncia de xilose, produz um biossurfactante com baixa atividade superficial.
No entanto, a combinacdo de xilose e glicose 1,5 g/L:3,5 g/L, respectivamente, fornece a
melhor condi¢ao para produzir o biossurfactante.

Moldes et al. (2011) relataram que a partir dos agucares hemicelulésicos, com
composicao semelhante aos hidrolisados de poda de vinhedos, suplementados com 10 g/L de

extrato de levedura e 10 g/L de licor de maceracao de milho, L. pentosus sintetizou um
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biossurfactante com capacidade de degradacédo de hidrocarbonetos. Em 30 dias, 76% de
7.0000 mg/Kg do hidrocarboneto octano do solo foi solubilizado e degradado por
microrganismos. Esse resultado indica que o biossurfactante produzido por essa bactéria pode
ser utilizado em processos de biorremediacdo. Além disso, 0 mesmo foi classificado como
glicoproteina (MOLDES et al., 2013).

Residuos de baixo custo como casca de farelo de cevada, poda de vinhedo, espiga de
milho e chip de Eucalyptus globulus ricos em xilose e sdo promissores para a producao de
biossurfactante por L. pentosus. Neste estudo, Moldes et al. (2007) relataram que a maior
concentracao de biossurfactante em g/L foi obtida a partir de hidrolisados de poda de vinhedo
(6,5 g/L), reduzindo TS para 51 mN/m, seguido de sabugo de milho (4,7 g/L), hidrolisados
desintoxicado E. globulus (4,0 g/L), sendo que a menor concentracdo de biossurfactante foi
derivada de hidrolisados de casca de farelo de cevada (2,9 g/L). Os biossurfactantes reduziram
a TS para 54, 55 e 56 mN.m, respectivamente. Segundo os autores, a diferenca na producéo
do biossurfactante pode estar relacionada a composicédo quimica dos hidrolisados, que varia
entre as biomassas.

Utilizando hidrolisados de bagaco de cana-de-acucar compostos por 40 g/L, 2,7g/Le 1,3
g/L de xilose, arabinose e glicose, respectivamente, Marcelino et al. (2017) relataram uma
producédo de 0,70 g/L de glicolipidios por Scheffersomyces stipitis NRRL Y-7124. Ao final do
processo de fermentacédo (68 h), a levedura consumiu 100% de glicose e 60% de xilose, ndo
havendo consumo da arabinose durante todo o processo de fermentacdo. O glicolipidio
produzido reduziu a TS para 52 mN/m e emulsionou 70% do querosene, além de apresentar
atividade inseticida, onde 800 mg/L de glicolipidios foi capaz de destruir o exoesqueleto de
larvas de Aedes aegypti em 12 h, com concentracéao letal média (CLsp) estimada em 600 mg/L.
Este resultado indica que os glicolipidios podem ser usados em formulacGes de larvicidas
usados contra vetores de doencas neotropicais.

Marcelino et al. (2019) foram capazes de produzir SLs (11 g/L) por C. mucoides UFMG-
CM-Y6148 usando hidrolisados hemicelulésicos de bagaco de cana-de-acucar (58,76 g/L
xilose, 4,33 g/L arabinose, 3,67 g/L glicose). Além dos acUcares, os hidrolisados apresentaram
2,4 g/L, 0,07 g/L e 0,15 g/L de acido acético, furfural e HMF, respectivamente. Apos a
desintoxicacdo dos hidrolisados com carvao ativado esses compostos néo influenciaram no
crescimento da levedura. No processo de fermentacdo, apos 25 h e 96 h, a glicose e a xilose

j& haviam se esgotado, respectivamente. O SL emulsionou 65% de querosene e 51% de 6leo
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vegetal, além de exibir estabilidade em diferentes condi¢cdes de pH, salinidade e temperatura.
Porém o SL nédo reduziu a TS, segundo os autores, a for¢a ibnica da agua pode ter interferido.
No entanto, a estabilidade do biossurfactante é uma propriedade importante para que 0s
biossurfactantes possam ser usados em processos industriais ou ambientais.

Alguns pesquisadores combinam fontes de carbono hidrofilicas e hidrofébicas para
aumentar a producao de biossurfactantes por microrganismos. Samad et al. (2014) utilizaram
bagaco de sorgo e hidrolisados de fibra de milho como substrato para a producédo de
biossurfactantes por C. (Starmerella) bombicola, e atingiram 3,6 g/L e 1,0 g/L de SLs,
respectivamente. Porém, apdés a suplementacdo dos hidrolisados com 100 g/L de dleo, a
producdo maxima foi de 84,6 g/L e 15,6 g/L de SLs, no bagaco de sorgo e nos hidrolisados de
fibra de milho, respectivamente.

Em estudo realizado por Cortés-Camargo et al. (2016), foi demonstrado que B.
tequelensis ZSB10 apresentou capacidade de crescimento e producdo de 1,5 g/L de
biossurfactante natural em meio de cultura contendo 50% de hidrolisado hemiceluldsico e 50%
de hidrolisado de celulose, proveniente da hidrolise com acido diluido, seguida de hidrélise
enzimatica de residuos de poda de videiras. O biossurfactante bruto produzido reduziu a TS
para 38,6 mN/m e emulsionou 47% do querosene. No que se refere ao consumo de acgucar,
apos 52 h de fermentacéo, a glicose foi esgotada, enquanto 57,63% da xilose foi consumida
no mesmo periodo. Isso mostra que a glicose é facilmente metabolizada por microrganismos,
influenciando no consumo de xilose.

Chen et al. (2019), relataram que B. subtilis BS-37 produziu surfactina na concentracéo
de 523 mg/L, quando cultivado em hidrolisados ricos em xilose. JA Hu et al. (2020),
demonstraram que B. subtilis 168 geneticamente modificado produziu surfactina a partir da
combinac¢éo de uma fonte de carbono (xilose comercial) com nitrogénio (triptona), consumindo
60% de 20 g/L xilose em 36 h. Para reduzir os custos de producdo, os pesquisadores
substituiram a xilose comercial por hidrolisado de espiga de milho (13,62 g/L xilose),
combinada a 6% de agua residual de glutamato monossaddico e 1,0 g/L de triptona, resultando
na producdao de 2,032 mg/L de surfactina. Estes resultados mostraram as vantagens das cepas
recombinantes em relacdo as cepas selvagens para a producao de surfactina.

Panijiar et al. (2020), relataram que a Serratia nematodiphila tem capacidade de produzir
4,5 g/L de glicolipidios a partir de hidrolisados hemiceluldsicos da palha de arroz e, em menor

concentracéo, 3,1 g/L de glicolipidios em hidrolisados enziméticos (celulésicos). O glicolipidio
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reduziu a TS para 26 mN/m e exibiu propriedades emulsificantes, pois emulsionou 72%, 70%,
20% e 79,6% de hexano, xileno, 6leo diesel e éleo de palma, respectivamente. Além disso, o
glicolipidio produzido por S. nematidophila apresentou atividade antimicrobiana, nas
concentragdes de 6,5 ug/mL, 6,0 pg/mL e 10 ug/mL, que inibiu o crescimento de B. pumilus
(Gram positivo), P. aeruginosa (Gram negativa) e a levedura C. tropicalis, respectivamente.

Alguns estudos demonstram a producdo de biossurfactantes por leveduras em meio
sintético utilizando xilose como fonte de carbono. Faria et al. (2014) relataram que as leveduras
Pseudozyma antarctica PYCC5048", P. aphidis PYCC 5535" e P. rugulosa PYCC 5537T, em
um meio sintético composto por xilose (40 g/L), produziram MEL na concentracao de 4,8, 1,2
e 2,8 g/L, respectivamente.

Joshi-Navare et al. (2014), relataram que, quando cultivaram Pichia caribbica em meio
sintético contendo 100 g/L de xilose, obtiveram um xilolipidio capaz de reduzir a TS para 35,9
mN/m com uma CMC de 1,0 mg/L. Além disso, a concentragdo inibitoria minima de 0,025
mg/mL do xilolipidio bruto inibiu o crescimento da bactéria Gram positiva Staphylococcus
aureus, essa acao inibitoria indica que este biossurfactante pode ser utilizado na formulacéo
de medicamentos.

Jain et al. (2013), também relataram que Klebsiella sp. RJ-03 produz 3,0 g/L de
biossurfactante em meio de cultura suplementado com 30 g/L de xilose convencional. O
biossurfactante exibiu a capacidade de reduzir a TS para 48,17 mN/m e emulsionar compostos
como hexano, benzeno, tolueno, diclorometano, tetracloreto de carbono (50%), Oleo de
algodao e 6leo de amendoim (60%).

E notavel que essas bactérias e leveduras produzam biossurfactantes em meio sintético
contendo xilose comercial ou em meio contendo hidrolisados hemicelulésicos ricos em xilose
de diferentes biomassas lignocelulésicas tratadas com acido diluido. No entanto, a maioria dos
estudos relatados na literatura utilizam acido diluido como pré-tratamento para lignocelulose,
com o objetivo de degradar as fibras hemicelul6sicas, deixando as fibras de celulose expostas
a degradacado enzimatica, e consequente liberacdo de monossacarideos de glicose, que séao
facilmente metabolizados por microrganismos durante os processos de fermentacéo. Outro
fator € que a concentracdo de subprodutos da degradacdo enzimatica € muito baixa e ndo
influencia o metabolismo dos microrganismos, ao contrario dos subprodutos gerados pela

degradacdo &cida.
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Ficou evidente que, dependendo da espécie ao suplementar o meio com substrato
oleoso, o rendimento na producdo de biossurfactantes pode aumentar. Além disso, pode ser
necessario suplementar os hidrolisados com nitrogénio organico ou inorgéanico, visto que o
nitrogénio é essencial para o metabolismo dos microrganismos. Os biossurfactantes
produzidos a partir de hidrolisados possuem atividade superficial e emulsificantes, podendo
ser utilizados na biorremediacéo de solos contaminados com hidrocarbonetos e, devido a acédo
inseticida e antimicrobiana, podem ser aplicados na formulacdo de inseticidas ou

medicamentos.

6. CONSIDERACOES FINAIS

Substratos convencionais a base de acucar podem ser substituidos por biomassas
lignocelulésicas, cujas fibras hemicelulésicas séo degradadas e liberam acucares
fermentaveis, quando submetidos a tratamentos &cidos, e esses podem ser utilizados na
producéo de biossurfactantes. Isso, além de reduzir custos na producéo de biossurfactantes,
valoriza também residuos e subprodutos das agroindustrias, tornando-se uma alternativa
sustentavel.

No que diz respeito aos microrganismos, a diversidade neste grupo € famosa, com tipos
de biossurfactantes variando por género. B. subtilis apresentou capacidade de sintese de
surfactina a partir de hidrolisados hemicelulésicos e em meio sintético suplementado com
xilose. As leveduras podem sintetizar principalmente glicolipidios e lipopeptidios com fontes de
carbono de hidrolisado hemiceluldsico, MELs e xilolipidios, em meio sintético. Assim, com o
hidrolisado hemiceluldsico rico em pentoses como a xilose, é uma possibilidade de aumentar
a producéao de produtos do metabolismo secundario.

Em resumo, os biossurfactantes sdo biomoléculas multifuncionais, pois apresentam
diferentes propriedades fisico-quimicas, possibilitando sua aplicacdo em diferentes areas.
Além disso, devido a alta biodegradabilidade e baixa toxicidade, eles sdo adequados para
substituir os surfactantes sintéticos. A producédo de biossurfactantes a partir de hidrolisados
hemicelulésicos € promissora, entretanto, ha necessidade de novas investigacées, pois
poucos microrganismos possuem a capacidade de metabolizar a xilose, presente nos
hidrolisados, e produzir metabdlitos com capacidade surfactante. No futuro, devido aos
avancos da engenharia genética, espera-se a producéo de cepas (bactérias ou leveduras) com

capacidade de metabolizar de forma eficiente os diferentes monossacarideos presentes nos
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hidrolisados, tendo assim maior aproveitamento da biomassa lignocelulésica e contribuindo

para o manejo da agroindustria desperdicio.
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CAPITULO 3

Producédo e caracterizacdo de biossurfactante a partir de levedura oleaginosa
utilizando hidrolisado de bagaco de malte como substrato

RESUMO

A producéo de biossurfactante utilizando hidrolisado de bagaco de malte (BM) como fonte de
carbono foi avaliada neste trabalho empregando a levedura Rhodotorula mucilaginosa LBP5.
O BM foi submetido a hidrélise acida (120 °C por 30 min) para liberacdo de acucares, que
foram quantificados por HPLC confirmando a presenca de arabinose (10 g/L), xilose (25 g/L),
glicose (10 g/L) e celobiose (1,4 g/L). A concentracdo dos subprodutos (acido acético, furfural
e hidroximetilfurfural) foi inferior a 1,5 g/L. A producéo de biossurfactante foi realizada conforme
um planejamento fatorial 24 em diferentes condicées de temperatura, indculo, concentragéo de
BM e pH. A melhor condicao de producéo de biossurfactante foi temperatura de 31 °C, pH 5,5,
inéculo 4% (v/v) e 16,1% (m/v) de BM, tendo como resposta um indice de emulsificacéo tenséao
superficial. Estabelecida a melhor condicdo de producéo, o biossurfactante produzido pela R.
mucilaginosa LBP5 apresentou propriedades emulsificantes (65%), reducdo da TS para 40,7
mN/m e estabilidade frente a condi¢cdes extremas de temperatura (40 — 80 °C), pH (4- 10) e
NaCl (2 - 8%). O biossurfactante apresentou natureza aniénica e seus grupos funcionais foram
identificados via FT-IR indicando que possivelmente o biossurfactante € do tipo glicolipidios
com uma CMC de 1,5 g/L. Concluimos que o BM foi considerado uma fonte de carbono

promissora para a producdo de biossurfactante de baixo custo pela R. mucilaginosa LBP5.

Palavras-chave: Lignocelul6sico. Residuo de Cerveja. Leveduras. Surfactantes.
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ABSTRACT

The production of biosurfactant using malt bagasse hydrolyzate (BM) as a carbon source was
evaluated in this work using the yeast Rhodotorula mucilaginosa LBP5. BM was subjected to
acid hydrolysis (120 °C for 30 min) to release sugars, which were quantified by HPLC confirming
the presence of arabinose (10 g/L), xylose (25 g/L), glucose (10 g/L) and cellobiose (1.4 g/L).
The concentration of by-products (acetic acid, furfural and hydroxymethylfurfural) was less than
1.5 g/L. Biosurfactant production was carried out according to a 2% factorial design under
different conditions of temperature, inoculum, BM concentration and pH. The best condition for
biosurfactant production was temperature of 31 °C, pH 5.5, inoculum 4% (v/v) and 16.1% (m/v)
of BM, with a surface tension emulsification index as a response. Once the best production
condition was established, the biosurfactant produced by R. mucilaginosa LBP5 showed
emulsifying properties (65%), reduced TS to 40.7 mN/m and stability under extreme conditions
of temperature (40 — 80 °C), pH (4 - 10) and NaCl (2 - 8%). The biosurfactant was anionic in
nature and its functional groups were identified via FT-IR indicating that the biosurfactant is
possibly of the glycolipid type with a CMC of 1.5 g/L. We conclude that BM was considered a

promising carbon source for the production of low cost biosurfactant by R. mucilaginosa LBP5.

Keywords: Lignocellulosic. Beer Residue. Yeasts. Surfactants.
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1. INTRODUCAO

O bagaco de malte (BM) é uma biomassa lignocelulésica residual produzida no final do
processo de maltagem da cevada (KUNZE, 2004), representando cerca de 85% do total de
residuos de cerveja gerados durante a fermentac&o. No Brasil, sdo gerados 14 bilhdes de litros
de cerveja anualmente (BEER SECTOR IN BRAZIL, 2020), e a cada 100 L de cerveja sao
produzidos aproximadamente 20 kg de BM (LUFT et al.,, 2019). O BM é constituido
principalmente por cascas de cevada, partes do pericarpo e sementes, e € gerado com um
teor de umidade de 80%, tornando-o muito suscetivel a deterioracdo e inviabilizando seu
armazenamento (LYNCH et al., 2016; CHETRARIU e DABIJA, 2020).

O principal destino do BM € alimentacdo animal. Porém a oferta supera a demanda, e
esse fator motiva a busca por novas alternativas de utilizacdo do BM, visto que esse residuo
€ gerado em grande quantidade ao longo do ano. Diferentes pesquisas estudam varias formas
de aproveitamento do BM bem como incorpora-lo na dieta humana (OZTURK et al., 2002),
fabricacéo de tijolos (RUSS et al., 2005), producdo de biocombustiveis (MUSSATTO et al.,
2010; SZAJA et al., 2020), xilitol (MUSSATTO e ROBERTO, 2005), enzimas e acidos ferulico
ou p-cumarico (MOREIRA et al., 2012; SOUZA et al., 2012), aléem de biocompdésitos (HEJNA
et al., 2015). No entanto, ndo ha registros na literatura sobre o uso de BM na producédo de
biossurfactante.

Os principais componentes do BM s&o a celulose, a hemicelulose e a lignina. O BM é rico
em proteinas, fiboras e em uma propor¢cdo menor de lipidios e cinzas (LYNCH et al., 2016;
TORRES-MAYANGA et al.,, 2019; CHETRARIU e DABIJA, 2020). Os polissacarideos
presentes no BM estéo polimerizados na estrutura da celulose e hemicelulose (SHRESTHA et
al., 2020).

A celulose é composta por monémeros de glicose, sendo suas as fibras de celulose estao
entrelacadas por hemicelulose, que normalmente compreende diferentes aglcares hexose (D-
glicose, D-manose, D-galactose, L-fucose, L-galactose, L-ramnose), pentoses (D- xilose e L-
arabinose) e acido glucurénico (LACA et al., 2019; SHRESTHA et al., 2020).

Tratamentos quimicos ou enzimaticos podem ser realizados para converter a
hemicelulose em acucares fermentaveis (PLAZA et al., 2017; LUFT et al., 2019; SHRESTHA
et al., 2020), pois este polimero tem uma estrutura amorfa e pode ser facilmente solubilizado
(LACA et al., 2019).
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A hidrélise de biomassas lignoceluldsicas pode resultar na liberagdo de compostos
(furfural, hidroximetilfurfural (HMF) e acido acético) que sao considerados toxicos ao
metabolismo de leveduras. No entanto, uma série de estudos relatados na literatura indicam
as condi¢cBes operacionais ideais para que durante o tratamento quimico, esses compostos
mesmos sendo liberados, mantenham baixa concentragdo e ndo afetam o metabolismo dos
microrganismos durante processos fermentativos (MUSSATTO et al., 2005; MARCELINO et
al., 2019). Ha relatos na literatura de que algumas espécies de leveduras conseguem
metabolizar esses compostos mesmo em elevadas concentra¢des (VAJZOVIC et al., 2012).

Alguns estudos tém focado na conversdo de agucares hemicelulésicos do BM em etanol
e xilitol (MUSSATTO e ROBERTO 2004; HASSAN et al., 2020). Porém na literatura ndo ha
relatos do uso de hidrolisados hemicelulésicos oriundos do BM para producdo de
biossurfactantes.

Biossurfactantes ou surfactantes biologicos sdo metabdlitos de origem microbiana com
natureza anfifilica que consistem em uma porcdo hidrofobica e uma hidrofilica. Eles tém
propriedades importantes, como reducao da tenséo superficial (TS), tenséo interfacial (TI) e
emulsificacdo entre fluidos com diferentes graus de polaridade. Os biossurfactantes possuem
uma grande diversidade quimica e estrutural e sdo classificadas de acordo com sua origem
bioquimica, tais como: glicolipidios, lipopeptidios, surfactantes poliméricos e acidos graxos
(SANTOS et al., 2016; FARIQ e YASMIN, 2018; MARCELINO et al., 2019).

Biossurfactantes podem ser estaveis em condicbfes extremas como: elevada
temperatura, salinidade e pH. Outra propriedade importante dos biossurfactantes € a baixa
toxicidade e biodegradabilidade no meio ambiente (SANTOS et al., 2016) e, devido a essas
caracteristicas, a industria tem grande interesse nos biossurfactantes como possiveis
substitutos para surfactantes sintéticos derivados do petréleo, que podem ser toxicos e de
dificil de degradacéo, poluindo assim o meio ambiente.

Os biossurfactantes podem ser sintetizados por bactérias, fungos e leveduras a partir de
diferentes tipos de substratos de baixo custo provenientes das agroindustrias. Varios
substratos agroindustriais ja foram explorados para a producdo de biossurfactantes e tém
mostrado excelentes resultados (BANAT et al., 2014; SANTOS et al., 2016; MARCELINO et
al., 2017; MOHANTY et al., 2021). A intensa busca por substratos renovaveis para a producéo
de biossurfactantes é realizada visando reduzir o custo de producdo em 50%, visto que esses
surfactantes sdo ecologicamente viaveis (JOSHI e DESAI, 2010; MOHANTY et al., 2021).
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As leveduras tém sido amplamente estudadas para a producdo de surfactantes
biolbgicos, pois esses microrganismos tém a capacidade de usar diferentes substratos como
fonte de carbono: hidrocarbonetos, dleos e carboidratos (CHANDRAN e DAS, 2011; MAX,
2012; RIBEIRO et al., 2012a; JOSHI-NAVARE, 2014; ELSHAFIE et al., 2015). Espécies do
género Candida e Pseudozyma sao amplamente utilizadas para produzir soforolipidios e
lipidios de manosileritritol (MELS) (SANTOS et al., 2016).

Leveduras oleaginosas pertencentes ao género Rhodotorula também produzem
soforolipidios (RIBEIRO et al., 2012a; SEN et al., 2017), glicoproteinas (KAWAHARA et al.,
2013), ésteres de poliol e acidos graxos (WANG et al., 2019) e bioemulsificantes (JOHNSON
et al., 1992). Considerando que BM ainda néo foi estudado como substrato para a producao
de biossurfactantes, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial dessa biomassa e a
otimizacdo da producédo de biossurfactante por levedura oleaginosa, bem como realizar a

caracterizacao do biossurfactante e estudar suas propriedades fisico-quimicas.
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2. MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi realizado em trés etapas: 12 Etapa —caracterizacao fisico-quimica
do BM; 22 Etapa — execucdo do planejamento experimental para obter a melhor condi¢céo de
producéo de biossurfactante; 32 Etapa — producao de biossurfactante em condi¢cao otimizada.
A Figura 1 mostra o fluxograma do estudo realizado para producdo de biossurfactante por

levedura oleaginosa, tendo como fonte de carbono hidrolisados hemicelulésico do BM.

Figura 1 - Fluxograma simplificado da metodologia executada para producéo de

biossurfactante por levedura oleaginosa.
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2.1 Bagaco de Malte: Composicdo e Caracterizacdo Fisico-Quimica

O BM foi fornecido por uma cervejaria localizada em Campinas, Sdo Paulo, Brasil. As
amostras foram secas em estufa a 105 °C por 24 h (BARROZO et al., 2019) para evitar sua
deterioracdo. Em seguida, foram triturados em moinho de facas Willey MA-340 para obtencéo
de particulas de 0,5 mm. As amostras foram armazenadas em sacos plasticos herméticos em
temperatura ambiente até o momento do uso.

A composicdo do BM foi determinada a partir das seguintes andlises: teor de cinzas
(TAPPI 2002), teor de lignina Klason insoltvel e soluvel (NREL, 2008), teor de holocelulose
(MORAIS et al., 2010), teor de alfacelulose e teor de hemicelulose (TAPPI, 1999), proteinas
(IAL, 2008), teor de umidade (IAL, 2008) e acucar redutor (AR) (MILLER, 1959).

Para determinar a acidez, em um frasco Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de
agua destilada, foram adicionados 4,0 g de BM moido. A solucéo heterogénea foi agitada por
30 min e deixada em repouso por 30 min e com auxilio de um pHmetro (Modelo LUCA-210)
previamente calibrado o pH do sobrenadante foi mensurado. Todas as analises foram

realizadas em duplicata.

2.2 Microscopia Eletronica de Varredura - MEV

A morfologia das fibras da fracdo sdlida do BM, antes e ap0s os tratamentos de
clareamento e hidrdlise acida, foi analisada em microscopio eletrénico de varredura (modelo
TM3000). As amostras foram acondicionadas em porta-amostras de aluminio revestido com
fibra de carbono e analisadas em diferentes aumentos (250X, 500X e 600X). Microandlise e
mapeamento elementar por meio do Espectrémetro de Energia Dispersiva (EDS) (HASSAN et

al., 2020) foi realizada para verificar a presenca minerais no BM.

2.3 Obtencdo dos Hidrolisados Hemicelulésicos do Bagaco de Malte

Diferentes propor¢des de sélidos BM 8,9%, 12,5% e 16,1% (m/v) foram tratadas com
acido sulfarico 1,6% (H2S04) a 120 °C por 30 min (MUSSATTO e ROBERTO, 2005). Apés a
hidrolise, a fracdo liquida foi recuperada por centrifugacédo a 7500 rpm por 10 min e o pH do

sobrenadante foi medido usando um pHmetro (Modelo LUCA-210).
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2.4 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR): Bagaco de
Malte

A técnica de FT-IR foi realizada em amostras de BM moido (in natura) e nos hidrolisados
para determinagdo dos grupos funcionais presentes na celulose, hemicelulose e lignina. Os
espectros de infravermelho foram registrados entre 4000 e 400 cm™ com resolucéo de 8 cm™,
utilizando o espectrofotbmetro Cary 630, equipado com acessorio de refletancia total atenuada
(ATR) e cristal de diamante. O espectro médio de cada amostra foi obtido ap6s 256 varreduras
acumuladas para melhorar a relagéo sinal-ruido conforme banco de dados.

2.5 Composicdo Quimica dos Hidrolisados Hemicelul6ésicos

Os hidrolisados foram analisados quanto a concentragdo de agucares (glicose, xilose,
celobiose e arabinose) e produtos de degradacao (furfural e HMF) e acido acético, usando
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) (Dionex Ultimate 3000, Termo Scientific,
Sunnyvale, EUA), com modulo de bomba (LPG - 3400SD) e modulo injetor (WPS - 3000TSL)
usando detector espectrofotométrico de matriz de diodos (DAD 3000), equipado com detector
de indice de refracdo RI-101 (Shodex). As analises foram realizadas no seguinte software:
Chromeleon 6.80. As amostras foram diluidas com &gua deionizada e injetadas no
cromatografo nas seguintes condi¢des: temperatura da coluna de 50 °C, 5 mmol de &cido
sulfurico, fase movel com vazéo de 0,6 mL/min e volume de injecao de 20 pL. A concentragéo
dos compostos foi calculada usando uma curva de calibracdo obtida a partir de solucbes
padrdo (BONTURI et al., 2017).

2.6 Design Experimental

Um planejamento fatorial completo 24 com dois pontos centrais, totalizando 18
experimentos, foi realizado para analisar os principais efeitos e interacfes de quatro variaveis
independentes sob a resposta na variavel dependente emulsificacdo e reducdo da tensao
superficial (TS). As variaveis e codificacdes estdo descritas na Tabela 1. A andlise estatistica

foi realizada por meio do software Statistica 13 (TIBCO Software Inc, 2017, http://statistica.io).



http://statistica.io/

85

Tabela 1 - Varidveis e niveis analisados no design experimental para

producéo de biossurfactante pela levedura Rhodotorula mucilaginosa

LBPS5.
Variaveis Cédigo -1 0 +1
Temperatura (°C) X1 31 34 37
pH X2 4,5 50 55
BM/hidrolisado (% m/v) X3 8.9 12.5 16.1
Inéculo % (viv) X4 2,0 3,0 4.0

BM — Bagaco de malte

2.6.1 Microrganismo e Inéculo

A levedura R. mucilaginosa LBP5 (KR136236) foi isolada de cladddio Praecereus
euchlorus e identificada por sequenciamento de DNA usando a regido ITS (CAMARGO et al.
2016). A linhagem foi mantida em tubo inclinado a 4 °C. Para o preparo do inéculo, a levedura
foi semeada em agar Sabouraud e incubada a 30 °C por 48 h. Utilizando uma alca calibrada
de 10 pL da cultura, foi transferida para frascos contendo 100 mL do meio (g/L): 20 - NaNOs,
2,0 - KH2POg4; 2,0 - MgS04.7H20; 10 - extrato de levedura, 4,0 - glicose (KITAMOTO et al.,
1990). Os frascos foram incubados a 30 °C durante 48 h e foram agitados a 150 rpm e mantidos
em aerobiose. Para padronizar o inOculo, a densidade oOptica (610 nm) foi determinada até
atingir 1,0 ABS, o que corresponde a 107 células totais/mL (MARCELINO et al., 2019).

2.6.2 CondicOes de Cultivo para Producao de Biossurfactante

A producdo de biossurfactante foi realizada de acordo com o planejamento fatorial
completo 24 (Tabela 1). Os ensaios foram realizados em frascos Erlenmeyer de 250 mL
contendo 100 mL do hidrolisado hemicelulésico enriquecido com (g/L): 20 - NaNOs; 2,0 -
KH2POy4; 2,0 - MgS04.7H20; 10 - extrato de levedura (Kitamoto et al., 1990). O pH do meio foi
ajustado para 4,5, 5,0 e 5,5 com 1M NaOH. Os frascos foram autoclavados a 120 °C por 15
min. Em seguida, 2%, 3% e 4% (v/v) do in6culo foram adicionados ao meio de reacédo e
incubados em um agitador a 150 rpm por 120 h em diferentes temperaturas (31 °C, 34 °C e 37
°C). Ao final do processo de fermentacdo, o caldo de cultivo foi centrifugado a 7800 rpm
durante 15 min para obter o sobrenadante livre de células. A partir do sobrenadante livre de

células, o indice de emulsificagédo, TS e pH foram medidos.
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2.6.3 Determinacao das Respostas

2.6.3.1 indice de Emulsificacdo (1.E%) e Tensdo Superficial (TS)

O |.Ey foi medido de acordo com o método proposto por Cooper e Goldenberg (1987),
gue consiste em medir a relacdo 6leo/sobrenadante. Em um tubo graduado contendo 2 mL do
sobrenadante livre de células, foram adicionados 2 mL de 6leo de soja (substrato hidrofébico
teste). Esta mistura foi agitada num agitador magnético durante 2 min. Apés 24 h de repouso,
o |.Ey é expresso em porcentagem (Eqg. 1). Para tanto, o calculo foi realizado medindo-se a
altura da camada de emuls&o (cm) e dividindo pela altura total (cm), multiplicado por 100. As

analises foram realizadas em duplicata.

He
1.Ey, = I * 100 Eqgq.1

Obs: He - altura da camada de emulsao; Ht — altura total.

A TS do sobrenadante livre de células foi medido de acordo com o método do anel Du
No6uy, usando um tensiometro de superficie (Kruss, Modelo K20). O tensiémetro foi calibrado
com agua destilada, sendo o anel flambado antes de cada medicdo. O anel foi introduzido em
15 mL do meio de cultura livre de células, aplicando-se uma forca para cima até que o anel
fosse removido do meio de cultura e a TS registrado. No total, foram feitas 10 medi¢Ges para

cada amostra.

2.7 Producdo de Biossurfactante

Dentre os 18 experimentos executados a partir do planejamento experimental (2%), a
melhor condicdo de producdo de biossurfactante pela levedura R. mucilaginosa LBP5 foi
replicada, com finalidade de estudar o crescimento celular, variacdo do pH e TS. Também foi
estudado a concentracdo micelar critica (CMC), e as propriedades fisicas do biossurfactante
como emulsificacdo, estabilidade da emulsdo, estabilidade frente a diferentes condi¢cbes
extremas de pH, temperatura e salinidade. O biossurfactante também foi testado, quanto sua
capacidade de deslocamento de Oleo e carater i6nico. Além disso, foi determinado 0s grupos

funcionais do hiossurfactante via técnica de FT-IR.
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Os ensaios foram realizados em frascos Erlenmeyer de 1000 mL contendo 600 mL do
hidrolisado hemicelulésico enriquecido com (g/L): 20 - NaNOs; 2,0 - KH:POs4 2,0 -
MgS04.7H20; 10 - extrato de levedura (Kitamoto et al., 1990). O pH do meio foi ajustado 5,5
com 1M NaOH. Os frascos foram autoclavados a 120 °C por 15 min. Em seguida, 4% (v/v) do
in6culo foi adicionado ao meio de reacdo e incubados em um agitador a 150 rpm por 72 h em
a 31 °C.

2.7.1 Estimativa da Biomassa e pH

As amostras para determinar biomassa e pH foram coletadas em diferentes intervalos de
tempo (0 h — 72 h) de fermentagédo. Para quantificar o crescimento microbiano, foi usado a
técnica de peso seco. Para tanto, amostras de 1 mL foram coletadas de forma estéril e
centrifugadas (10.000 rpm por 20 min). O sobrenadante foi descartado e o precipitado
(biomassa) foi seco por aquecimento em estufa de ar quente a 90 °C até atingir peso constante.
O pH do sobrenadante livre de células foi mensurado com um pHmetro (Modelo LUCA-210).

2.7.2 Andlise de Acucar

A concentracdo de acucar no inicio (0 h) e ao final (72 h) do processo fermentativo foi
determinada por HPLC (Dionex Ultimate 3000, Termo Scientific, Sunnyvale, EUA), conforme
método descrito no item 2.5.

Acucares redutores totais foram determinados durante diferentes intervalos de tempo
usando o método DNS (MILLER, 1959). As amostras coletadas foram centrifugadas (7800 rpm
por 10 min), o sobrenadante (0,5 mL) foi transferido para tubo de ensaio, em seguida, foram
adicionados 0,5 mL de DNS. Os tubos foram aquecidos a 95 °C por 10 min e resfriados.
Posteriormente, 4 mL de agua destilada foi adicionada nos tubos e agitados em vortex. A leitura
foi realizada em espectrofotdmetro a 540 nm. Para a obten¢éo da concentracéo de acucar nas

amostras, previamente construiu-se uma curva padréo de glicose (4 g/L).
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2.7.3 Propriedades Funcionais do Biossurfactante

2.7.3.1 indice de Emulsificacdo (I.E), Atividade Emulsificante (A.E) e Estabilidade da
Emulsédo (E.E) em Diferentes Substratos Hidrofébicos

O I.LE» A.E e E.E foram determinados a partir da medida entre a proporc¢ao de substratos
hidrofébicos (6leo de soja e querosene) e sobrenadante livre de células. Em um tubo
adicionou-se 2 mL de 6leo e 2 mL do sobrenadante. Em seguida, o tubo foi agitado
vigorosamente em vortex por 2 min (COOPER e GOLDENBERG, 1987). O tubo foi levado ao
espectrofotometro para determinacdo da A.E, para tanto, a leitura foi realizada em
comprimento de onda de 540 nm. A A.E é definida como a quantidade necesséria para
aumentar a absorbéancia em 1 unidade emulsificante (U.E) a 540 nm (MARCELINO et al.,
2019). Em seguida, o tubo foi deixado em repouso por 24 h. Depois, foi calculado o I.E« a partir
da altura da camada da emulséo (cm) dividida pela altura total da coluna do liquido (cm),
multiplicado por 100. A E.E foi avaliada através da repeti¢cao do calculo do I.E« em diferentes
tempos (24, 48, 72 e 96 h) para verificar se ocorreu perda da E.E do biossurfactante. Todos

os testes foram realizados em duplicata e para o controle utilizou-se agua e 0leo.

2.7.4 Estabilidade do Biossurfactante: Temperatura, pH e Salinidade

Os estudos de estabilidade foram realizados submetendo o sobrenadante livre de células
a diferentes condicGes de temperatura, pH e salinidade. A estabilidade do biossurfactante foi
realizada conforme Ibrahim et al. (2013).

O sobrenadante livre de células foi obtido pela centrifugacédo, da amostra do caldo da
fermentacdo, a 7800 rpm durante 15 min. Para testar a estabilidade a temperatura, o
sobrenadante (6 mL) foi aquecido a temperaturas variando de 40 a 121 °C por 30 min e
resfriado a temperatura ambiente. O efeito da salinidade foi verificado variando as
concentracfes de NaCl de 2 a 10% m/v do sobrenadante (6 mL). Para testar o efeito do pH, o
pH do sobrenadante (6 mL) foi ajustado para diferentes valores 2 a 10 com solucfes de 1M
NaOH ou 1M HCI. O efeito dessas condi¢cdes sobre o biossurfactante foram mensuradas a

partir do I.E« obtido apos 24 h em dois substratos hidrofébicos (6leo de soja e querosene).
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2.7.5 Extracdo do Biossurfactante

O sobrenadante livre de células foi filtrado com membrana de 0,22 pum. Dois volumes
de acetona a -15 °C foram adicionados a quatro volumes do sobrenadante filtrado e deixado
em repouso por 24 h a 4 °C. O biossurfactante foi recuperado por precipitacdo apés
centrifugag&o por 10 min a 5000 rpm e seco sob uma corrente de ar quente, em estufa, com
temperatura superior ao ponto de ebulicdo da acetona (56 °C), para que esta fosse removida
(PRUTHI e CAMEOTRA, 2003), o biossurfactante bruto foi coletado como p6 seco.

2.7.6 Determinacdo do Carater 16nico

A carga ibnica do biossurfactante bruto foi determinada pela técnica de dupla difuséo
em agar (MEYLHEUC et al., 2001). Para tanto, foram feitas duas filas de pocos em agar de
baixa dureza (agarose a 1%). Os pogos de uma linha foram preenchidos com biossurfactante
e os outros foram preenchidos com substancias de cargas idnicas conhecidas. As sustancias
usadas foram o composto catidnico brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB 20 mM) e o anidnico
dodecil sulfato de sodio (SDS 20 mM). O aparecimento de linhas de precipitacdo entre os
pocos, € indicativo de carater idnico do biossurfactante. O teste foi realizado em duplicata e

monitorado durante um periodo de 48 h em temperatura ambiente.

2.7.7 Teste de Dispersédo de Oleo

O teste de dispersao de Oleo € usado para medir o diametro da zona clara, que ocorre a
apos a adicdo de uma solucdo surfactante numa interface 6leo agua. Para este teste, foi
adicionado 40 mL de agua destilada em uma placa de Petri. Em seguida, adicionou-se 1 mL
de oOleo de motor usado sob a superficie da agua, seguido da adicdo de 10 pL do
biossurfactante bruto sobre a camada de 6leo. Foi considerado como resultado positivo,
guando o biossurfactante dispersou o 6leo formando uma zona clara. O diametro da zona clara
foi determinado apés 30 s da adicdo do biossurfactante, o teste foi realizado em duplicata
(IBRAHIM et al., 2013).

2.7.8 Concentracdo Micelar Critica (CMC)

Para determinar a CMC diferentes concentra¢des do biossurfactante bruto (0.01- 3.0 g/L)
em agua ultrapura foram preparadas. Em seguida, a CMC do biossurfactante foi obtida

medindo-se a TS em um tensidmetro K6 (Krtiss GmbH, Germany), usando o método do anel
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Du Nouy. A CMC foi determinada quando o aumento na concentragcédo do biossurfactante nao
resultou na diminuicdo da TS, mantendo-se estavel (RUFINO et al.,, 2014). Os valores
relatados sdo a média das duplicatas.

2.7.9 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier — FT-IR:
Biossurfactante

Para determinar a natureza quimica do biossurfactante bruto, foi empregada a técnica
FT-IR, pois através desta técnica € possivel identificar os grupos funcionais do biossurfactante.
O FT-IR foi executado conforme descrito no item 2.4.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Composicdo Quimicado Bagaco de Malte

O BM puro apresentou 80,9% de umidade, o que pode ocasionar sua deterioracao e
autofermentacédo. Para evitar esse problema, o BM foi seco até que a umidade fosse reduzida
para 4,1%. O processo de secagem, permitiu que essa biomassa fosse armazenada a
temperatura ambiente.

O pH da suspensdo do BM ficou em torno de 6,0, semelhante ao relatado por
Poerschmann et al. (2014), onde o pH da suspensao do BM era 6,9. No entanto, a faixa de pH
de 6,0 esta ligeiramente acima da faixa de pH 5,3 a 5,6 usada durante os processos de
producéo de cerveja (KUNZE, 2004). O aumento do pH possivelmente ocorre devido o BM ndo
estd mais sujeito as condi¢cbes de hidrélise enzimatica para degradacdo do amido e das
proteinas presentes na cevada.

Os principais componentes do BM sdo apresentados na Tabela 2. Essa biomassa
apresentou teor de proteinas de 6,42%, corroborando com os relatados na literatura, ja que o
teor de proteina nesta biomassa pode variar consideravelmente entre 4% a 36% (ONOFRE et
al., 2018; OZTURK et al., 2012). Conforme Mussatto e Roberto (2005) as proteinas podem ser
solubilizadas durante o processo de hidrdlise, fornecendo uma boa fonte de nitrogénio para
microrganismos durante o processo de fermentacao.

O BM apresentou baixo teor de cinzas (4,23%), as quais sdo compostas principalmente
por silica (MUSSATTO e ROBERTO, 2006; TORRES-MAYANGA et al., 2019). J4 a quantidade
de fibra foi de 20,2%, a qual pode incluir em sua composicdo polissacarideos,
oligossacarideos, lignina e outras substancias vegetais associadas (TACER-CABA et al.,
2015).

O teor de lignina (28,33%) do BM foi semelhante ao encontrado por Buffington (2014) e
Mussatto e Roberto (2006), porém, o alto teor deste polimero pode influenciar na formacéo de
compostos fendélicos que podem afetar o crescimento dos microrganismos durante 0 processo
de fermentacdo (MUSSATTO e ROBERTO, 2006).

O alto teor de holocelulose (48,92%) no BM confirmou que esta biomassa € rica em
carboidratos totais, pois a holocelulose engloba os valores de celulose e carboidratos. Os

carboidratos sao constituidos por pentoses que compreendem a hemicelulose (TAHERZADEH
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e KARIMI, 2007). Portanto, o contetdo de hemicelulose e da alfacelulose é sempre inferior ao
da holocelulose (SANTOS et al., 2015).

A partir do método DNS, verificou-se que a concentracdo de AR no BM moido foi 63 mg/g.
Macheiner et al. (2003) mostraram que a concentracdo de AR usando o método DNS varia
muito dependendo do tratamento quimico aplicado a fibra com acidos como: acético, HCl e
NaOH. A variagcédo de AR por grama de BM pode ser de 13,2 mg/g a 359 mg/g.

Normalmente, o0 BM apresenta uma composi¢cao variada de seus constituintes, pois a
composicdo dessa biomassa depende da variedade da cevada, da época de colheita e das
condicdes e processos tecnoldgicos utilizados na maltagem e moagem, bem como do tipo de
suplementos adicionados durante o processo de maltagem (XIROS e CHRISTAKOPQULOS,

2012).

Tabela 2 - Composicao (%) do bagaco de malte em diferentes pesquisas.

Referéncias

Proteinas
Fibra bruta
Cinzas
Lignina
insoltvel
Lignina
soltvel
Holocelulose
Alfacelulose
Hemicelulose
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Presente estudo
Onofre et al. (2018)
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1

1

Mussatto e Roberto (2006) 15,2 - 46 229 4,8 - - 28,4
Luft et al. (2019) 16,3 - 2,1 18,2 - - - 28,7
Santos et al. (2015) - - - 304 - 45,8 20,0 25,7
Torres-Mayanga et al. (2019) 19,2 - 39 11,7 6,1 - - 35,7
Oztiirk et al. (2012) 36,3 49,9 25 146 - - - 19,2
Plaza et al. (2017) 15,1 - 35 141 49 - - 22,9
Poerschamann et al. (2014) 21,5 - 45 19,1 - - - 26,5

- Nao caracterizado

3.2 Microscopia Eletronica de Varredura - MEV

As alteracdes morfologicas das fibras do BM apds as etapas de branqueamento e
tratamento com acido diluido foram avaliadas através da MEV (Figura 2). As micrografias
obtidas revelaram que as camadas superficiais do BM nao tratado apresentam tecidos
fibrosos, rigidos e altamente compactados, e a superficie das fibras é aparentemente irregular

(Figura 2a). Esses dados estdo de acordo com Mussatto e Roberto (2006), nos quais 0s
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autores relataram que o BM € altamente fibroso, devido a elevada concentracédo de celulose,
lignina e hemicelulose.

Apés o tratamento de branqueamento do BM, constatou-se que a holocelulose
apresentou uma superficie limpa e lisa, indicando que houve oxidacdo da lignina no ambiente
acido, principalmente oxidacao por cloro, resultante da reacéo entre o clorito de sédio com o
acido acético quente (Figura 2b) (MORAIS et al., 2010). A alfacelulose obtida a partir do
branqueamento do BM, apresentou feixes de fibras separados (Figura 2c).

As micrografias revelaram que apGs o tratamento de diferentes amostras de BM (8,9%,
12,5% e 16,1% m/v) com acido diluido a uma concentracédo de 1,6%, ocorreram alteracdes
estruturais significativas em todas as amostras. Observamos que a camada mais externa das
fibras foi eliminada, evidenciando a estrutura interna das fibras, comprovando que o tratamento
acido é eficaz na despolimerizagdo do BM.

A modificacdo da estrutura natural das fibras e as rupturas que aparecem na epiderme
mostram que houve despolimerizacdo da hemicelulose (Figura 2d-i). Isso explica a alta
concentracdo de xilose nos hidrolisados, que € o principal componente monossacarideo da
hemicelulose (RAVINDRAN et al., 2018). No entanto, fica evidente que a estrutura da celulose
permaneceu praticamente inalterada apds acédo do acido (Figura 2d), pois este polimero é
constituido principalmente por uma estrutura cristalina que para ser degradada necessita de
condicBes acidas mais severas ou do uso de enzimas especificas (MUSSATTO et al., 2008).

Na Figura 2f-i, pode-se observar muitos canais regulares que compdem o sistema
vascular da planta, ou seja, sdo responsaveis pela conducédo da seiva e dos nutrientes nas
plantas. Além disso, o BM possui epiderme estriada (Figura 2g) e incrustacdes brilhantes
aderidas a ele. Por meio da andlise elementar (EDS), foi possivel identificar que essas
incrustacdes sao silicatos (Figura 2e, g), que correspondem a 25% dos minerais presentes na
cevada (KUNZE, 2004). Além disso, por meio da EDS foi identificado elevado teor de carbono
(40,6%) e oxigénio (44,5%). A alta concentracdo desses elementos € devido o BM ser uma
biomassa de origem organica, composta por fibras lignocelulésicas. Em baixa concentracao
aparece 0s minerais enxofre (3,0%) e silica (11,9%). Biomassas de diferentes cereais
geralmente apresentam em sua composicao elementos organicos e minerais (MUSSATTO e
ROBERTO, 2006; GUZMAN et al., 2015).
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Figura 2 - Micrografia do bagaco de malte obtida em microscépio eletrénico de varredura:
bagaco de malte fresco (a); holocelulose (b) e a-celulose apds branqueamento (c) e apoés
tratamento com acido sulfarico (1,6%) em diferentes concentragfes do bagaco de malte (m/v):
16,1% (d, e), 8,9% (f, g) e 12,5% (h, i).

000,198 Pt R L TR 0W0% 0

3.3 Espectroscopia Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR): Bagaco de
Malte

A partir da técnica de FT-IR foi elucidado os grupos funcionais quimicos especificos
presentes na celulose, hemicelulose e lignina do BM. O espectro de IR do BM moido (in natura)
e hidrolisado esta apresentado na Figura 3. A identificacdo dos grupos funcionais foi realizada
a partir do valor da intensidade da banda de absorg&o. O resultado indicou que o tratamento
acido tem efeitos na remocgdo da hemicelulose e causou perturbacdo nas ligacoes
correspondentes a celulose e lignina.

Aregido entre 3500 cm e 3200 cm ! indicou a estrutura cristalina da celulose, sendo que
0s picos 3279 cm e 3269 cm foram relacionados a vibracédo de alongamento OH da celulose.
No entanto, foi possivel observar o aumento da largura da linha da assimetria correspondente
ao pico 3269 cm™ comprovando que houve perturbacéo na estrutura cristalina da celulose. A
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mudanca na estrutura, indica fortes evidéncias da ruptura das ligacées de hidrogénio
intramoleculares na celulose (CAO e TAN, 2004; CHANDEL et al., 2014).

O pico 2922 cm é devido ao alongamento assimétrico de CHz e CH, caracteristicos da
celulose (CHANDEL et al., 2014). Ja o pico 2850 cm'corresponde a vibracédo de alongamento
C-H da lignina (CHANDEL et al., 2014; XU et al., 2103). Essa regido em torno de 2922 cm™* e
2850 cm!, expressos em ambos 0s espectros, mostram que essa regido nédo é afetada pelo
tratamento com acido. Esse resultado sugere que o principal efeito da hidrélise com &cido
diluido € a remocgé&o da hemicelulose (CHANDEL et al., 2014).

O pico 1641 cm? e 1625 cm foram atribuidos a ligacdo C=C, que corresponde a
componentes da lignina aromatica (AMORIELLO et al., 2020). O pico 1533 cm™ representa
ligacdes C=C no anel aromatico da lignina (MARTINS DOS SANTOS et al., 2015). O pico 1311
cm! foi atribuido ao CHz da celulose e hemicelulose (XU et al., 2013). O pico observado em
1247 cm™ corresponde a C-O-C (aril-alquil éter), indicando a remocéo da hemicelulose. O pico
1239 cm™ corresponde a vibragdo de alongamento C-H, caracteristico da celulose (SILBIR e
GOKSUNGUR, 2019).

O pico 1154 cm? vibracdo de alongamento C-O-C na celulose e hemicelulose
(GONULTAS e CANDAN, 2018; XU et al., 2013). O pico 1032 cm?' é correlato com
alongamento C-O, C=C, C-C-O e correspondem a celulose, lignina e hemicelulose (XU et al.,
2013). O trecho 1025 cm* corresponde a vibragdo de estiramento C=0 (ACQUAH et al., 2016).
O pico 889 cm é a caracteristico da ligagdo glicosidica B- (1 — 4) celulose (CHANDEL et al.,
2014). No geral, os dados de FT-IR corroboram com os dados publicados na literatura para o

BM ou biomassas lignocelulésicas.
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Figura 3 - Espectro infravermelho do bagago de malte in natura e hidrolisado.
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3.4 Composicao Quimica dos Hidrolisados Hemiceluldsicos

Xilose foi 0 acucar predominante nos hidrolisados de BM analisados por HPLC (Tabela
3). Estudos relatados na literatura mostram que a xilose sempre apresentara maior
concentracdo em hidrolisados (CAMARGO et al., 2015; MARCELINO et al. 2019), sendo
esperado, ja que 70% da hemicelulose é composta por xilanas (MUSSATTO et al., 2005).

A presenca de xilose e arabinose confirmam que houve solubilizacdo da hemicelulose,
gue € composta principalmente por arabinoxilanos. A hexose (glicose) também foi liberada nos
hidrolisados do BM. Mussatto et al. (2005) e Torres-Mayanga et al. (2019) relataram que a
glicose pode ser produto tanto da hidrdlise da hemicelulose quanto da celulose. Além disso,
observou-se baixa concentracéo de celobiose (1,4 g/L), nos hidrolisados indicando que a uma
pequena fracdo da celulose pode ter sido afetada pelo acido. Esse resultado corrobora com a
analise de FT-IR, a qual indica que a estrutura da celulose foi levemente alterada pela acdo do
acido diluido, o que consequentemente pode ter ocasionado a libera¢céo da celobiose.

Como esperado, quanto maior a concentracdo de sélidos BM 8,9%, 12,5% e 16,1% (m/v)
maior a quantidade de acUcares totais nos hidrolisados, sendo 28,96 g/L, 38,98 g/L e 47,83

g/L, respectivamente (Tabela 3). Plaza et al. (2017) reportaram que ao hidrolisarem 5% e 15%
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(m/v) de BM com acido sulfurico, a fragdo liquida apresentou 16,3 g/L e 47 g/L de agucares,
respectivamente, ou seja, a quantidade de acucar triplicou.

Além da liberacdo de monossacarideos, a hidrolise do BM também resultou na liberagéo
de subprodutos como acido acético e os compostos furanicos (HMF e furfural) (Tabela 3).
Observou-se que quanto maior a concentracdo de solidos, maior a concentracdo desses
subprodutos.

Os hidrolisados hemicelulésicos apresentam elevada acidez com pH em torno de 1,0,
sendo esse fator relacionado a liberacdo de grupos acetilados presentes na estrutura da
hemicelulose (TORRES-MAYANGA et al., 2019). Os subprodutos formados em hidrolisados
BM podem ser removidos por carvao ativado. No entanto, este tratamento aumenta o custo
total de producéao (KONISHI, et al., 2015).

A presenca de acido acético se deve a liberacdo de grupos acetila ligados a estrutura da
xilana (MUSSATTO e ROBERTO, 2004; MUSSATTO et al., 2005). Para que o acido acético
atue como um inibidor do crescimento de microrganismos, sua concentracao deve ser maior
gue 3 g/L (FELIPE et al., 1995). E a concentracdo desse acido nos hidrolisados BM foi menor
gue 1,5 g/L, independentemente da quantidade de sdlidos (Tabela 3). Os hidrolisados também
apresentaram uma pequena concentracdo de HMF (Tabela 3), ja que sua formacao ocorre
devido a decomposicdo da glicose (MUSSATTO et al., 2005; TORRES-MAYANGA et al.,
2019), uma hexose que apresentou baixa concentracao nos hidrolisados (Tabela 3).

Independentemente da quantidade de solidos BM, o furfural apresentou uma
concentracdo maior do que o HMF (Tabela 3). Essa condicdo também foi observada por Plaza
et al. (2017). A ocorréncia desse composto é devido a presenca de pentoses que estdo em
grande quantidade nos hidrolisados, ou seja, o furfural € formado quando ha decomposicao da
xilose e da arabionose (MUSSATTO et al.,, 2005; TORRES-MAYANGA et al., 2019).
Geralmente, para que o furfural atue como inibidor do crescimento celular, sua concentracao
deve ser maior que 1,0 g/L (MARTINEZ et al., 2000; MUSSATO et al., 2005). Neste estudo, a
concentracdo maxima de furfural foi de 0,4 g/L.

A concentracdo desses subprodutos esta de acordo com relatos na literatura, mostrando
gue nao sao téxicos para leveduras (MARCELINO et al., 2019; VAJZOVIC et al., 2012). Por
tanto, a hidrolise do BM com &cido sulfarico diluido pode ser utilizada como despolimeriza¢do
da hemicelulose, liberando alto teor de monossacarideos e baixa concentracdo de

subprodutos.
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Além disso, a hidrélise &cida é geralmente mais econdmica do que outras técnicas de
despolimerizagédo de biomassas e normalmente muitos estudos voltados para a degradagéo
da hemicelulose utilizam acidos diluidos. Isso ocorre, porque a estrutura quimica da
hemicelulose é facilmente solubilizado em meio &cido (MUSSATTO et al., 2005; MUSSATTO
e ROBERTO, 2006; KONISHI et al., 2015).

Tabela 3 - Composi¢ao quimica do hidrolisado hemicelulésico do bagaco de malte via técnica

de Cromatografia Liquida de Alto Desempenho — HPLC.

Composicédo quimica dos hidrolisados Concentracéo

hemicelul6sico BM 8.9% 12.5% 16.1%
Glicose 6.90 £ 0.15 9.24+ 0.13 10.53 £ 0.76

Monossacarideos Xilosg 15.24 + 0.33 20.40 £ 0.29 25.54 £ 0.40
Arabinose 6.01 £0.10 8.23 £0.33 10.32 £ 0.11
Celobiose 0,81+ 0.02 1,11+ 0.07 1,44+ 0
Total (g/L) 28,96 38,98 47,83
Acido acético 0.85 +0.01 1.16 + 0.01 1.46 + 0.01

Subprodutos Hidroximetilfurfural 0.10 £ 0.002 0.12 £ 0.008 0.15 £+ 0.0002
Furfural 0.2 £ 0.0003 0.3+0.001 0.4 £ 0.005
Total (g/L) 1,15 1,58 2,01

BM — Bagaco de malte.

3.5 Determinacédo da Condicédo Otima para Producéo de Biossurfactante
Os efeitos de cada variavel independente (x1 = temperatura, X2 = pH, X3 =

bagaco/hidrolisado, x4 = inGculo) nas variaveis dependentes (I.Ex e TS) obtidas a partir do
planejamento experimental para R. mucilaginosa LBP5 sdo mostrados na Tabela 4. Os efeitos
com valor de p menor ou préximo a 0,10 foram mantidos no modelo.

Para a emulsificacdo, o efeito linear mais importante foi o bagaco/hidrolisado, onde o
acréscimo nessa relacdo promoveu proporcional aumento na emulsificacdo. Por outro lado, a
temperatura por si s6 ndo apresentou efeito estatisticamente significativo (p> 0,10) e foram
observadas varias interacfes estatisticamente significativas entre a temperatura e outras
variaveis independentes. Dentre as interacdes binarias, destacou-se o efeito sinérgico entre o
pH e o bagaco/hidrolisado e a interagcdo antagbnica entre a temperatura e o
bagaco/hidrolisado. Duas interacfes ternarias antagbnicas também foram observadas, e o
efeito da curvatura também foi estatisticamente significativo. Uma curvatura estatisticamente
significativa indica que as variaveis independentes podem ser melhor descritas usando efeitos

guadraticos e que uma continuidade do desenho experimental, em trabalhos futuros, pode
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trazer mais informacdes sobre o sistema estudado. O modelo de emulsificacdo apresentou
boa capacidade preditiva com coeficiente de determinagdo (R?) e coeficiente de determinacéo
ajustado (Rajusted®) Proximo a 1,0 e estatisticamente significativo (pré-estresse <0,01), ja que foi
encontrada falta de ajuste (falta de ajuste >0,05). A combinacao de todos os efeitos pode ser
melhor interpretada através dos gréaficos de contorno na Figura 4. A analise dos graficos de
contorno indicou que as melhores condi¢cdes para aumentar as emulsificagdes correspondem
a3l °C, pH=5,5, 16,1% (bagaco/hidrolisado) e 4,0% (v/v) de indculo.

Para a TS, o efeito linear mais importante também foi bagaco/hidrolisado, e o aumento
dessa relacdo promoveu reducdo da TS. Por outro lado, as varidveis pH e indculo
isoladamente n&o mostraram efeito estatisticamente significativo (p >0,10), mas foram
observadas interacOes estatisticamente significativas entre essas variaveis e as demais
variaveis independentes. Dentre as interacdes binarias, destaca-se o efeito sinérgico entre
bagaco/ hidrolisado e in6culo. O modelo de tensdo superficial apresentou menor capacidade
preditiva do que o modelo de emulsdo, sendo estatisticamente significativo (anterior <0,01),
porém apresentando uma falta de ajuste (falta de ajuste <0,05).

Dessa forma, para considerar os dois objetivos de maximizar a emulsdo e minimizar a
TS, uma otimizacdo foi realizada usando os modelos da Tabela 4 e as funcdes de
desejabilidade. Na Figura 5, o resultado desta otimizacdo multiobjectivo foi apresentado
confirmando que temperatura a 31 °C, pH = 5,5, 16,1% (bagaco/hidrolisado) e 4,0% (v/v) de

inéculo foi o melhor conjunto de condicdes.
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Tabela 4 - Efeitos das variaveis independentes sobre as variaveis dependentes avaliadas para

a producdo de biossurfactante por Rhodotorula mucilaginosa LBP5. O valor p de cada efeito €

mostrado entre colchetes.

Efeito I.E% (indice de emulsificacao) TS (Tensé&o superficial)
Intercepto 49,88 (< 0,01) 49,76 (< 0,01)
Curvatura -20,75 (< 0,01) 10,58 (0,01)
X1 -0,75 (0,19) 2,53 (0,04)
X2 1,50 (0,03) 0,98 (0,37)
X3 3,25 (< 0,01) -3,63 (0,01)
Xa 2,00 (0,01) 0,90 (0,41)
X1*X2 -2,50 (< 0,01) 2,43 (0,05)
X1*X3 -3,25 (< 0,01) -

X1*X4 - -

X2*X3 3,50 (< 0,01) 2,33 (0,06)
X2*Xa4 2,75 (< 0,01) -

X3*X4 -1,00 (0,10) 2,85 (0,03)
X1*X2*X3 -3,50 (< 0,01) 1,83 (0,12)
X1*X2*X4 - -
X1*X3*X4 - -2,80 (0,03)
X2*X3*X4 -1,75 (0,02) -

R? 0,9895 0,8973
Rajusted2 0,9644 0,7505
Pregression 0,0004 0,0125
Prackofiit 0,4585 0,0244

X1 = temperatura, X2 = pH, X3 = bagago/hidrolisado, x4 = inéculo.
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Figura 4 - Grafico de contorno de emulsificacdo do meio de cultura livre de células de

Rhodotorula mucilaginosa LBP5. x1 = temperatura, x2 = pH, x3 = BM/hidrolisado, x4 = in6culo.
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Figura 5. Grafico de otimizacdo multiobjetivo para maximizar a emulsdo e minimizar a tenséo

superficial.
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Na literatura a analises de diferentes variaveis visando estabelecer a melhor condicdo e
otimizacao da producao de biossurfactante, ja que varios fatores podem influenciar a producao
de biossurfactante, como por exemplo o tipo e concentracdo do substrato usado como fonte
de carbono e nitrogénio, pH, temperatura e concentracdo do in6culo (CHANDRAN e DAS,
2011; RIBEIRO et al., 2012b; JOSHI-NAVARE, 2014; LINS, 2019).

A fonte de carbono influencia muito a estrutura quimica e a producéo de biossurfactantes
(BANAT et al.,, 2014). O pH afeta a permeabilidade da membrana do microrganismo,
influenciando no metabolismo. A temperatura também pode afetar o crescimento de
microrganismos (CHANDRAN e DAS, 2011; KARAMEROU e THEODOROPOULOS, 2016;
CAMARGO et al., 2018; LINS, 2019).

Chandran e Das (2011) testaram variacoes de temperatura (25 °C a 50 °C), pH (3,9 a

9,5) e dleo diesel (0,5% a 5,0%) como fonte de carbono para producéo de biossurfactante por
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R. mucilaginosa e relataram que as condi¢des ideais para maxima emulsificacao e reducao da
TS foram um valor de pH de 7,5, temperatura de 35 °C e concentracdo de substrato 2% (v/v)
Oleo diesel. Nessas condic¢es, a levedura produziu soforolipidios com capacidade de reducéo
da TS para 33 mN/m e emulsificagéo de hidrocarbonetos de 86%.

Lins (2019) usou o planejamento fatorial completo para determinar a melhor combinagé&o
de milhocina (2,5%, 5,0% e 7,5%) com 6leo de soja pés fritura (1,0%, 3,0% e 5,0%) como fonte
de carbono para R. mucilaginosa para produzir bioemulsificante. Como resultado, a
emulsificacao foi intensificada quando o meio de cultura continha 2,5% de milhocina e 1,0%
de 6leo de soja pos fritura, pH em torno de 5,0 e temperatura de 28 °C. Conforme os autores,
a partir dessa condicdo a R. mucilaginosa produz bioemulsificante com capacidade de
emulsificar 95,65% de 6leo de motor usado.

Leveduras de outras de espécies, mas pertencentes ao género Rhodotorula, mostraram
capacidade de producédo de biossurfactantes em diferentes fontes de carbono. Sen et al.
(2017) relataram a producdo de soforolipidios pela R. babjevae YS3 em meio sintético
Bushnell-Haa (contendo 10% de glicose), onde os mesmos reduziram a TS de 70 para 32,6
mN/m e apresentou capacidade de emulsificar hidrocarbonetos de 62,26% (6leo de motor).

Ribeiro et al. (2012b) estudaram a combinacéo de diferentes residuos industriais como
fonte de carbono para producéo de biossurfactante. Os autores relataram que R. glutinis UCP
1555 foi capaz de produzir biossurfactante em meio de cultivo contendo 10% de residuos da
producédo de sorvete, 9% licor de maceracdo do milho e 30% manipueira. O biossurfactante
produzido era composto por 11,24% proteina, 63,13% carboidrato e 16,91% lipidios, com
propriedades tensoativas e emulsificantes, reduzindo a TS para 28,2 mN/m e emulsificacdo de
86,36% do 6leo de motor. Em outro estudo, usando a mesma levedura, foi modificado a fonte
de carbono (25% residuo de fritura de 6leos vegetais e 2% de licor de maceracéo do milho). O
biossurfactante também mostrou capacidade de reduzir a TS e emulsificar 6leo de motor com
valores iguais a 34,01 mN/m e 70%, respectivamente (Max et al., 2012).

Além dos biossurfactantes supracitado, ha relatos na literatura que R. mucilaginosa &
capaz de produzir biossurfactante do tipo glicoproteina, com capacidade de estabilizacdo da
astaxantina, um tipo de carotenoide antioxidante (KAWAHARA et al., 2013).

E notdrio que diferentes substratos ja foram estudados para producéo de biossurfactante

pelo género Rhodotorula, no entanto, ndo h& relatos sobre o uso de hidrolisados
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hemicelulésicos como fonte de carbono para producdo de tensoativos por espécies desse
género.

Entre os poucos trabalhos relatados na literatura, Marcelino et al. (2017) mostraram o
potencial do hidrolisado hemicelulésico do bagaco de cana-de-aglcar como matéria-prima
para a producao de glicolipidios pela levedura Scheffersomyces stipitis, com atividade larvicida
contra o mosquito Aedes aegypti, vetor de diferentes arbovirus.

Hidrolisados hemiceluldsicos da cana-de-agUcar também foram usados como fonte de
carbono pela levedura Cutaneotrichosporon mucoides, para producao de biossurfactante com
propriedades emulsificantes, pois 0 biossurfactante emulsificou diferentes substratos
hidrofébicos quando misturado com querosene, hexano, 6leo lubrificante, 6leo de soja, 6leo de
canola, tolueno, com indice de emulsificagcdo de 65%, 52,5%, 55%, 50%, 51% e 50%,
respectivamente (MARCELINO et al., 2019).

O indice de emulsificacéo pode variar bastante. Esse fato pode ocorrer devido a estrutura
do biossurfactante e sua afinidade pelo tipo de substrato hidrofébico usado nos testes de
emulsificacdo. Também ficou evidente que a R. mucilaginosa LBP5 quando submetida a
diferentes condicbes experimentais pode produzir biomoléculas com propriedades
semelhantes a biossurfactantes (reducéo da TS) e a bioemulsificantes (forma emulsdo, mas
nao é eficaz para reduzir a TS). Conforme Uzoigwe et al. (2015) uma biomolécula pode
apresentar propriedades surfactantes e emulsificantes, o que possibilita ampla aplicacdo na

industria.

3.6 Producédo de Biossurfactante pela Rhodotorula mucilaginosa LBP5

Conforme o resultado do planejamento experimental a melhor combinacéo das condicGes
para producdo de biossurfactante pela R. mucilaginosa LBP5 foi: temperatura a 31 °C, pH
inicial 5,5, 16,1% (m/v) (bagaco/hidrolisado) e 4,0% (v/v) de in6culo. A combinacdo dessas
condi¢cBes proporcionou a producdo de um biossurfactante obtido durante o processo de
fermentacdo com propriedades emulsificantes, pois foi capaz de emulsificar diferentes
substratos hidrofébicos (Figura 5).

Na Figura 6 esta apresentada a cinética do crescimento microbiano, variacdo do pH,
consumo de acgUcares, e 0 monitoramento das propriedades tensoativas e emulsificantes

durante os ensaios fermentacdo usando hidrolisado hemicelul6sico como fonte de carbono.
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Na curva de crescimento da levedura (Figura 6a), observou-se que a fase exponencial
teve inicio em 3 h de fermentagdo e em 24 h as células atingiram a fase estacionaria, com
declinio a partir 54 h. Em paralelo, como a fase de crescimento celular, evidenciou-se que
durante as 19 h iniciais houve pouca producdo de metabdlitos com capacidade surfactante,
pois apresentava elevada TS (57 mN/m) e baixo indice de emulsificacdo. No entanto, a partir
de 24 ha TS comecou a reduzir, atingindo 35 mN/m em 72 h. Nesse mesmo periodo de tempo,
o |.E% comecgou a aumentar até atingir ~65% em 72 h.

A producgdo de biossurfactante pela levedura a partir de hidrolisados hemicelulésicos
ocorreu predominantemente durante a fase estacionaria sugerindo que o biossurfactante
produzido € um metabdlito secundario. De acordo com Santos da Silva et al. (2018), os
biossurfactantes sdo considerados metabalitos secundarios extracelulares ou ficam aderidos
a membrana celular, sendo que a estrutura deste depende da fonte de carbono e nitrogénio
presente no meio de cultivo. Marcelino et al. (2019) e Astuti et al. (2019) também relatam que
a producdo de biossurfactante esta diretamente relacionada com o crescimento do
microrganismo no meio de cultivo.

Na Figura 6a pode-se observar a variacdo nas propriedades emulsificantes, pois 0 I.E«
foi de O para a aproximadamente 65% para querosene e 46% para 6leo de soja. Marcelino et
al. (2019) reportaram que o biossurfactante produzido pelo Cutaneotrichosporon mucoides em
hidrolisado hemicelulésico do bagaco de cana apresentou |.E« de aproximadamente 70% em
guerosene, ao final de 72 h de cultivo. Camargo et al. (2018) também mostraram que o
biossurfactante produzido por R. glutinis emulsificou apenas 45,8% do 6leo de soja. A variacao
do I.E«, pode estar relacionada com o tipo de biossurfactante produzido e sua afinidade pelo
composto hidrofobico testado. A baixa emulsificagcdo de substratos hidrofébicos pode ser
devido a incapacidade do biossurfactante em estabilizar as goticulas microscoépicas da
emulsao (ILORI et al., 2005).

Foi possivel verificar que ocorreu elevagédo do pH, ja que o pH inicial do meio de cultivo
era de 5,5 e ao final do processo de fermentacédo atingiu pH 7,7 (Figura 6a). Camargo et al.
(2018) estudaram a producéo de biossurfactante pela R. mucilaginosa e R. glutinis e relataram
gue essas leveduras elevaram o pH inicial em torno 4,0 para 6,9 e 7,6, respectivamente.
Possivelmente, o aumento do pH do meio de cultivo deve estar relacionado com a produgao

de metabdlitos surfactantes. Geralmente, as leveduras pigmentadas apresentam capacidade
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de crescer sob uma ampla faixa de pH (2,5 a 9,5) (LATHA et al., 2005; LIBKIND et al., 2008;
FRENGOVA e BESHKOVA, 2009).

Ao final de 72 h de fermentacdo o consumo de acucar através do método DNS foi de
92,9% (Figura 5a). No entanto, pelo método de HPLC, foi quantificado que ao inicio (0 h) da
fermentacdo havia 1,43 g/L de aclUcares e em 72 h essa concentracdo decresceu para 0,17
g/L, apresentando 87,48% de consumo (Figura 6b).

Em relac@o a assimilagdo de cada acucar, a R. mucilaginosa LBP5 consumiu 100% da
glicose, 98,72% da xilose, 87,81% da arabinose e 71,17% da celobiose. E evidente que a R.
mucilaginosa LBP5 consegue assimilar tanto pentoses quanto hexoses. Petrick et al. (2013)
reportam que as leveduras carotenogénicas conseguem assimilar diferentes fontes de
carbono, como glicose, xilose, celobiose, sacarose, glicerol e sorbitol. Portanto, uma variedade
de biomassas lignoceluldsicas podem ser utilizadas como substratos de baixo custo para a
formulacdo dos meios de cultivo, visando a producéo de biossurfactante.

Em relacédo a presenca de subprodutos nos meios de cultivo, observou-se ao inicio da
fermentacédo 0,21 g/L de acido acético e 0.05 g/L de furfural. Em 72 h a levedura conseguiu
metabolizar 85,27% do acido, sendo o furfural totalmente metabolizado (Figura 6b). Esse
resultado indica que a R. mucilaginosa LBP5 € um microrganismo capaz de ser usado em
processos fermentativos para producdo de biossurfactantes em meios de cultivos que
contenham subprodutos de degradacao de biomassas lignocelulésicas. A capacidade da R.
muciaginosa em metabolizar produtos inibitérios ja foi relatada por Vajzovic et al. (2012)
visando a producao de xilitol e etanol. Os estudos mostraram que essa levedura é capaz de
metabolizar acido acético (5 g/L), furfural (5 g/L) e HMF (15 g/L).
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Figura 6 - Cinética da producédo de biossurfactante pela Rhodotorula mucilaginosa LBP5 em
meio contendo hidrolisados hemicelulésicos e avaliacdo das propriedades emulsificantes
durante 72 h de fermentacédo (a). Quantificacdo de acgucares, no inicio (0 h) e ao final (72 h) da
fermentacdo pela técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia - HPLC (b).
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3.7 Propriedades Funcionais do Biossurfactante

3.7.1 Iindice de Emulsificacdo (l.E«), Atividade Emulsificante (A.E) e Estabilidade da
Emulsdo (E.E) em Diferentes Substratos Hidrofébicos

A emulsificacdo € uma das propriedades funcionais dos biossurfactantes, que envolve a
capacidade do sobrenadante livre de células em emulsionar dois liquidos imisciveis, ou seja,
misturando-os e formando uma Unica camada emulsionada. Dessa maneira, o percentual da
camada emulsificada é calculado pelo I.E.

O potencial de emulsificacdo do biossurfactante produzido pela levedura foi testado em
diferentes compostos hidrofobicos. Geralmente, o I.LE» e a A.E em diferentes 6leos sdo
parametros bastante analisados quando se trata de biossurfactantes (ILORI et al., 2005;
BARROS et al., 2008; MARCELINO et al., 2019).

Na Figura 7a, observou-se que o I.Ey de 65% para o querosene e 46% para o 0leo de
soja. Em relacdo a A.E do biossurfactante, o0 mesmo apresentou atividade maxima de 1,46
U.E/mL para querosene e no maximo de 0,45 U.E/mL para 6leo de soja. Valores acima de 1,0
U.E/mL indicam que as emulsdes formadas sdo mais compactas e apresentam glébulos

menores com melhor qualidade. Em contrapartida, os baixos valores de U.E/mL indicam que
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as emulsdes formadas sdao menos compactadas e com menor qualidade (DESAI e BANT,
1997; BENTO et al., 2008; MARCELINO et al., 2019). Marcelino et al. (2019) mostraram que
a A.E varia bastante em diferentes substratos hidrofébicos como querosene, hexano, 6leo
lubrificante e 6leo de canola, onde a mesma foi de 2,9, 1,0, 1,3 e 1,0 U.E/mL, respectivamente.

Como observado no presente estudo a A.E é menor em 6leo. Esse fato pode estar
relacionado com a compactagdo dos glébulos, pois nha emulsdo do 6leo de soja, os glébulos
sdo menores quando comparado com as emulsdes formadas entre o biossurfactante e
guerosene. Sendo assim, o biossurfactante de R. mucilaginosa LBP5 mostrou ser melhor
emulsificante de hidrocarboneto.

A Figura 8 mostra as micrografias das emulsbes formadas entre biossurfactante e os
substratos hidrofobicos (querosene e 6leo de soja). Pode-se observar a presenca de glébulos
emulsionados no 6leo de soja e querosene, onde a formacdo desses esta diretamente
relacionada com a estabilidade das emulsdes. A emulsdo formada no querosene apresentou
estabilidade, pois exibiu melhor empacotamento dos glébulos.

Conforme Franzol e Rezende (2015), glébulos pequenos sdo mais faceis de formar
empacotamentos e, por isso, originam emulsdes com mais estabilidade. No entanto, apesar
da emulséo do 6leo de soja apresentar globulos pequenos, esta foi pouco estavel, isso pode
ocorrer devido os glébulos emulsionados ndo estarem empacotados e, além disso, estes
globulos nas emulsdes ndo séo estaticos e podem se desfazer e se formar varias vezes, o que

pode provocar a instabilidade.
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Figura 7 - indice emulsificacéo I.E% (a) e atividade emulsificante (A.E) (b) do biossurfactante
produzido pela Rhodotorula mucilaginosa LBP5.
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O resultado da determinacédo da E.E nos compostos hidrofobicos esta apresentado na
Tabela 5. Conforme Willumsen e Karlson (1996), emulsdes estaveis sao consideradas quando
a emulsdo mantém mais 50% da camada emulsificada apés 24 h. Observou-se que no periodo
de 24 h—96 h a emulsao formada no querosene manteve-se estavel, pois a reducao percentual
do valor da emulséao foi inferior a 2%. Para o 0leo de soja houve uma maior reducéo percentual
nas emulsdes formadas (10%), ou seja, as emulsdes formadas nesse substrato apresentam
menos estabilidade quando comparada ao querosene.

O resultado da E.E indica que o querosene tende a formar emulsées mais estaveis por
um longo periodo. Vale ressaltar, que o processo de emulsificacdo pode depender diretamente
da afinidade do biossurfactante com o substrato hidrofébico utilizado (ILORI et al., 2005;
RUFINO et al., 2007; MARCELINO et al., 2019).

Biossurfactantes que apresentam capacidade de formar emulsfes estaveis sdo eficientes
para solubilizar compostos imisciveis e podem ser aplicados na industria petrolifera em
processos de biorremediacdo (DEEPIKA et al., 2017; ASTUTI et al., 2019).
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Figura 8 - Microscopia optica das emulsfes formadas entre o biossurfactante e os substratos
hidrofébicos (querosene e 6leo de soja) (aumento de 100X).
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Tabela 5 - Estabilidade das emulsdes do
biossurfactante  produzido pelas Rhodotorula
mucilaginosa LBP5 em diferentes substratos
hidrofébicos.

Substratos hidrofébicos
Tempo (h) Querosene Oleo de Soja

|.Eoxdv |.Eotdv
24 65,2+0,28 46,3+0,49
48 65,0+0,07 45,5+0,70
72 64,2+0,35 44,3+0,42
96 64,2+0,35 39,7+0,35

I.E - indice de emulsificacéo; dv — desvio padrao

3.8 Estabilidade Frente a pH, Temperatura e Salinidade

Muitos biossurfactantes apresentam estabilidade a elevadas temperaturas, valores de
pH e salinidade (ILORI et al.,, 2005; IBRAHIM et al., 2013; MARCELINO et al., 2019;
FERREIRA et al., 2020). A estabilidade do biossurfactante produzido pela R. mucilaginosa
LBP5 foi investigada através da estabilidade da emulsificacdo em compostos hidrofobicos

(querosene, 6Oleo de soja). Os resultados dos testes estdo apresentados na Figura 9, e
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mostram que o biossurfactante de R. mucilaginosa LBP5 apresentou estabilidade frente a
temperatura, pH e salinidade, ja que a emulsédo fica estavel por mais de 24 h.

A emulséo formada pelo sistema biossurfactante/substrato hidrofébico resultou em uma
baixa variacao do valor do |.E« (61 - 59% querosene; 41 - 35% Oleo de soja) para temperatura
(40 a 80 °C). Entretanto, quando o biossurfactante foi submetido 121 °C o |.Eq foi de 41% para
0 querosene, 20% para o 6leo de soja, indicando que o biossurfactante é termoestéavel (Figura
9a). No entanto, observou-se que quanto maior a temperatura menor era o indice de
emulsificacdo. Esse fato que também foi mostrado em estudo realizado por Marcelino et al.
(2019) que submeteram um biossurfactante na faixa de temperatura de 4 a 70 °C e, o |.E foi
de (65 - 70% em hidrocarbonetos). Os autores também constataram que quanto mais elevada
a temperatura (90 e 100 °C) menor € o |.E. Aparna et al. (2012) relataram que temperaturas
elevadas causam alteracdo estrutural na molécula do biossurfactante, afetando suas
propriedades fisicas.

No entanto, em um estudo realizado por Ferreira et al. (2020), o surfactante biologico
produzido pelo fungo Mucor hiemalis apresentou I.Es% maior que 80% quando submetido a
variacdo de temperatura de 10 a 100 °C. Possivelmente, o elevado |.Ey mostrado nesse
estudo, deve-se a capacidade de espécies do género Mucor em produzir bioemulsificantes.

O I.E% do biossurfactante/substrato hidrofobico foi avaliado em diferentes valores de pH
(2 - 10). No valor de pH extremo (2,0) ndo houve formacéo de emulsdo em nenhum substrato
hidrofébico. Em contrapartida, nos valores de pH de 4 a 10 houve formacdo de emulséao
estaveis, com |.Ey de 45 a 59% (querosene), 31 a 38% (6leo de soja) (Figura 9b).

E evidente que o pH afeta a formacdo de emulsdes e esse fator é bastante relatado na
literatura (IBRAHIM et al., 2013; MARCELINO et al., 2019; FERREIRA et al., 2020).
Geralmente condi¢des altamente acidas afetam de forma negativa a formacéo de emulsdes,
pois em meio acido pode ocorrer um desequilibrio eletrostatico promovendo a floculacdo e
sedimentacao, o que favorece a coalescéncia dos globulos da emulséo, possivelmente pela
modificacao estrutural do biossurfactante, fazendo com que ocorra aumento do tamanho das
micelas formadas pelo biossurfactante e o substrato insolivel (KNOBLICH et al., 1995;
ANTUNES, 2007; BARROS et al., 2008; MARCELINO et al., 2019; NOGUEIRA FELIX et al.,
2019).

Em relacdo a salinidade, os valores de I|.Eys para as emulsbes formadas

biossurfactante/substrato hidrofobico, o I.E« para concentracdo variando de 2 a 8% de NacCl
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foram de 61 a 50% para o querosene, e 39 a 28% 0leo de soja. Quando a concentracao foi a
10% de NaCl, o I.Ey foi de 39%, 20% para querosene e 6leo de soja, respectivamente (Figura
9c¢). Quanto maior a concentragédo de sal no meio, maior deve ser a forga ibnica, convertendo
as emulsBes a sistemas termodinamicamente instaveis (CALDERON e POULIN, 1999;
MARCELINO et al., 2019).

Em geral, o biossurfactante produzido no presente trabalho apresentou estabilidade
frente as condicOes de temperatura, salinidade e pH. Estudos relatam sobre a estabilidade de
biossurfactante em condicBes extremas, visando sua aplicabilidade em diferentes areas
industriais, principalmente em recupera¢ao microbiana aprimorada de 6leo (OBAYORI et al.,
2009; CHANDRAN e DAS, 2010; DAVISHI et al., 2011).

Figura 9 - Estabilidade do biossurfactante produzido Rhodotorula mucilaginosa LBP5 em

diferentes condi¢cdes de temperatura (a), pH (b) e salinidade (c).
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3.9 Concentracdo Micelar Critica - CMC

O biossurfactante bruto produzido pela R. mucilaginosa LBP5 apresentou capacidade de
reducdo maxima da TS da 4gua 73 mN/m para 40,7 mN/m, sendo que a CMC foi encontrada
a 1.5 g/L, ponto em que, um aumento na concentragdo do biossurfactante de 1.5 a 3.0 g/L
(Figura 10), ndo teve mais efeito na TS, pois quando a CMC é atingida a TS permanece
constante (WHANG et al., 2008; SANTOS et al., 2016; SHARMA, 2016). De acordo com Desai
e Banat (1997) a CMC dos biossurfactantes € influenciada pela sua estrutura quimica e pelo
pH, temperatura e forca idnica do solvente.

Lins (2019), também estudando as propriedades de um tensoativo produzido por uma
linhagem de R. mucilaginosa, relatou que a CMC foi de 2,5 g/L, ou seja, superior a CMC
encontrada nesse estudo. Em contrapartida, valor inferior de CMC foi relatado por Chandran
e Das (2011), sendo de 250 mg/L para soforolipidios pela R. mucilaginosa.

Outra espécie de levedura pertencente ao género Rhodotorula foi estuda por Sen et al.
(2017). Os autores mostraram que a levedura R. babjevae YS3 produz soforolipidios com CMC
de 130 mg/L.

Figura 10 - Concentracdo micelar critica (CMC) e tensdo superficial (TS) minima do

biossurfactante produzido por Rhodotorula mucilaginosa LBP5.
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3.10 Caracterizacdo Parcial do Biossurfactante

O biossurfactante bruto foi testado quanto a dispersédo de 6leo e carater ibnico (Figura
11). O resultado do ensaio de deslocamento de Oleo foi positivo, pois o biossurfactante
apresentou atividade de superficie, e o didametro da zona clara foi de 6 cm (Figura 11c). O
controle negativo (contendo agua) mostra que nao houve espelhamento de 6leo (Figura 11a).
O surfactante sintético SDS foi usado como controle positivo (Figura 11b) e o didametro da zona
clara desse tensoativo foi semelhante ao biossurfactante produzido pela R. mucilaginosa LBP5
(6 cm). Morikawa et al. (2000) relataram que o diametro da zona clara é diretamente
proporcional ao tensoativo presente na suspensdo. Quanto maior o diametro da zona clara,
maior é a atividade de superficie do surfactante (IBRAHIM, 2018).

O método de dupla difusdo em agar descrito por Meylheuc et al. (2001) baseia-se na
difusdo passiva de duas substancias com cargas opostas em um gel de baixa dureza (1% de
agarose). A partir desse ensaio, determinou-se que o biossurfactante produzido pela R.
mucilaginosa revelou natureza aniénica, devido a presenca de uma linha de precipitacéo entre
o biossurfactante e o composto cationico CTAB (Figura 11 d). Camargo et al. (2018) usaram o
mesmo teste e reportaram que espécies de leveduras pertencentes ao género Rhodotorula
produzem biossurfactante anionicos. Outros estudos também usam esse tipo de ensaio para
estudar a natureza idnica dos biossurfactantes (LUNA et al.,, 2013; RUFINO et al., 2014;
IBRAHIM, 2018).

Figura 11 - Teste de deslocamento de 6leo: Agua sobre 6leo (a), surfactante SDS (b),
biossurfactante produzido pela Rhodotorula mucilaginosa LBP5 em hidrolisado hemicelulésico
(c). Carater ibnico do biossurfactante em ensaio de dupla difusdo em agar de baixa dureza
(1%) (d).
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A espectroscopia do IR foi realizada para determinar a presenga de grupos funcionais
presentes na estrutura do biossurfactante. O espectro do IR do biossurfactante produzido pela
R. mucilaginosa LBP5 esta representado na Figura 12. O espectro revelou uma banda em
3500 cm* a 3300 cm?, indicando vibracdo de alongamento OH. O pico em 2111 cm* foi
designado como ligacbes C-H alifaticas (JAIN, 2012). O pico em 1653 cm! representa grupos
carbonil (-COO e -COOH) (CORREA et al., 2020). A banda N-H foi atribuida ao pico 1557 cm"
1, 0 1389 cmtindica cadeia alifaticas (-CHs, -CHz) (SOUSA et al., 2014). O pico de em 1065
cm é devido a vibragdo C-O-C, nas porcdes éter de carboidrato (CORREA et al., 2020). Os
picos 968 cmt e 847 cm sdo caracteristicos de ligacdo glicosidica (DEEPIKA et al., 2017).
Com base nos resultados da espectroscopia do infravermelho, pode-se inferir que o
biossurfactante tem caracteristica de glicolipidios, no entanto, ha necessidade de outras
caracterizacdes como espectroscopia de massa e ressonancia magnética nuclear para definir
a verdadeira estrutura desse tensoativo.

Figura 12 - Espectro do infravermelho obtido do biossurfactante produzido pela Rhodotorula
mucilaginosa LBP5.
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4. CONCLUSAO

v" A hidrélise acida do BM foi adequada para promover a liberacdo de aclcares fermentaveis
(glicose, xilose, arabinose e celobiose) e uma baixa quantidade de compostos furfural, HMF e
acido acético.

v" O hidrolisado do BM pode ser usado como substrato alternativo para processos fermentativos
visando a producéo de bioprodutos com valor agregado.

v" Alevedura R. mucilaginosa LBP5 foi capaz de metabolizar durante a fermentacdo os acUcares,
compostos como acido acético, furfural e HMF gerados no processo de hidrélise com acido.

v" A melhor condicdo fermentativa foi estabelecida com pH 5,5, temperatura 31 °C, 16,1% m/v
(bagaco/hidrolisado) e 4,0 % (v/v) de indculo.

v O biossurfactante produzido apresentou natureza anibnica e provavelmente é do tipo
glicolipidios, com uma CMC de 1.5 g/L reduz a TS para 35 mN/m.

v' O biossurfactante formou emulsdes estaveis ao longo de 96 h e estabilidade frente a condi¢es
extremas como temperatura (40 — 80 °C), pH (4 - 10) e salinidade (2 - 8%), esses resultados
indicam que pode ser aplicado em diversos ambientes.

v' Portanto, concluimos que a levedura tem potencial para ser empregada na producdo de

surfactantes bioldgicos a partir de residuo agroindustrial.
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CAPITULO 4

CONCLUSAO FINAL

v

O BM € uma biomassa com alto teor de umidade e estruturalmente é altamente fibrosa, devido a
presenca da celulose, hemicelulose e lignina. Os grupos funcionais dessas fibras podem ser
identificados via técnica de FT-IR;

A hidrélise acida foi eficiente para obtencao de hidrolisados hemicelulésicos a partir do BM;

Os hidrolisados hemicelulésicos do BM sdo altamente ricos em acUcares fermentaveis,
principalmente em xilose, um monossacarideo pouco explorado como fonte de carbono para
producao de biossurfactantes;

A producéao de biossurfactante a partir de hidrolisados hemicelulésicos ainda é pouco explorada;
A levedura oleaginosa possui capacidade de utilizar os actcares dos hidrolisados para producéo
de biossurfactantes;

Conforme o planejamento experimental, o resultado indicou que a melhor condicdo de producéo
de biossurfactante € pH 5,5, temperatura 31 °C e 16,1% de bagaco e 4,0% (v/v) de indculo;

A R. mucilaginosa LBP5 apresentou capacidade de metabolizar hexoses, pentoses e
subprodutos de degradacéo da hemicelulose durante o processo de fermentacéo para producdo
de biossurfactante. Isso indicou essa levedura tem potencial para ser empregada na producao
de surfactantes biolégicos;

O biossurfactante apresentou capacidade de reduzir a TS e emulsificar substratos hidrofébicos.
Também apresentou estabilidade frente a condicbes adversas, como temperatura, pH e
salinidade;

O biossurfactante apresentou nhatureza anionica e possivelmente é do tipo de glicolipidios.



