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Resumo:

O presente trabalho descreve a obtencdo de biossurfactante por uso de fracdo hemicelulésica oriunda de
sabugo de milho, glicose e nutrientes, objetivando verificar a influéncia da presenca desses fatores no processo
mediante analise estatistica. Os biossurfactantes foram produzidos por bactérias que tiveram seu crescimento
celular monitorado enquanto que a qualidade do produto foi verificada por meio da tensdo superficial. Os
resultados obtidos demonstraram que o licor obtido por pré-tratamento alcalino realizado no residuo
lignocelulésico, em pequenas propor¢cdes, foi benéfico ao processo resultando em um biossurfactante com
melhor capacidade tensoativa com possibilidade de uma diminuicdo nos custos produtivos quando interligado a
outros processos, como por exemplo dentro de um contexto de biorefinaria.
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Introducéo:

Biossurfactantes correspondem a um grupo diversificado de moléculas possuidoras de propriedades
tensoativas sintetizadas por uma variedade de microrganismos (GUDINA et al., 2015; EL-SHESHTAWY et al.,
2016). Sao considerados uma alternativa ao uso de surfactantes sintéticos ou quimicos visto que exibem uma
diversidade de composicdes quimicas e propriedades além de apresentarem vantagens quando comparados
aos surfactantes quimicos tais como: capacidade de reduzir tensbes superficiais e interfaciais, capacidade
emulsificante, natureza biodegradavel, producéo a partir de substratos renovaveis, entre outras (GUDINA et al.,
2015; BANAT et al., 2010; MUKHERJEE et al., 2006).

Entretanto, h4 uma quantidade limitada de biossurfactantes fabricados em escala industrial devido aos
altos custos de producdo ocasionados pelos baixos rendimentos e a utilizacdo de substratos custosos
(MUKHERJEE et al., 2006; BANAT et al., 2010; GUDINA et al., 2015). Uma das estratégias que pode ser
utilizada para reduzir gastos é o uso de residuos como substratos de menor custo para obtencdo de
bioprodutos, destacando o potencial dos residuos agroindustriais ou agricolas (MAKKAR e CAMEOTRA, 1999;
BANAT et al., 2010).

Residuos advindos de atividades agricolas séo em geral denominados lignocelulosicos (PANDEY et al.,
2000; GALBE e ZACCHI, 2012), isto devido a estrutura complexa existente em sua composi¢do. No entanto,
pré-tratamentos sdo requeridos para viabilizar a extragdo e utilizacdo de suas fragdes como fonte de carbono
por microrganismos (AGBOR et al., 2011).

Assim, o objetivo do presente trabalho consistiu em averiguar a viabilidade de processos inovadores de
obtencao de biossurfactantes empregando para tanto sabugo de milho pré-tratado por extracdo alcalina com o
intuito de reducdo de custos do processo. Para alcancar tal objetivo, foi realizada andlise estatistica com
variacdes nas quantidades de fracdes hemiceluloliticas advindas de pré-tratamento alcalino juntamente com
glicose e nutrientes de forma a verificar a influéncia dos fatores empregados na tensdo superficial e na
concentracdo de células do microrganismo produtor.

Metodologia:

O microrganismo produtor de biossurfactante (Bacillus subtilis) foi conservado em tubo inclinado com
agar nutriente a 4°C. As porgdes do residuo agroindustrial (sabugo de milho) utilizado foram secas a 45°C em
estufa por 24 horas, cortados em pedacos, moidos em moinho de facas, homogeneizados e estocados em
temperatura ambiente.

A determinacdo da composicdo quimica do residuo foi efetuada de acordo com metodologia de
Gouveia et al. (2009) e Ruzene et al. (2008). A andlise de hidrolisados foi efetuada por meio de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC), empregando coluna Aminex HPX-87H (30x7,8 mm-Bio-RadLaboratories Ltd.)
tendo como fase moével H2S04.0,005 mol.L-* em 0,6 mL.min* a 45°C e 0os compostos monitorados por detector
de indice de refragcao. O material insol(vel obtido foi retido em filtro, lavado com 1,8 L de agua destilada e seco
em estufa (110°C) até massa constante, sendo a lignina insolavel calculada em relagcdo a massa de material
lignoceluldsico seco. A determinacdo da quantidade de lignina sol(vel foi realizada por espectofotometria UV-
Visivel e a lignina total foi obtida pela soma de lignina soltvel e insoltvel.
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O pré-tratamento foi executado em amostras de 10 g de sabugo de milho tratadas com solucfes de
hidroxido de sédio (NaOH) a 0,7 mol/L em 50°C por 120 minutos, sendo neutralizadas (pH 7,0) com solugao
acida e filtradas. Este procedimento resultou em um material sélido, fragdo rica em um complexo de celulose-
lignina, e em uma fragao liquida, rica em hemicelulose (licor alcalino).

Para avaliar a influéncia da presenca das frag6es hemiceluloliticas, glicose e sais, no crescimento dos
microrganismos e na tensdo superficial foi utilizada metodologia estatistica (método do Planejamento
Composto Central) com trés repetices no ponto central. As variagdes foram de 0,4 a 1,6% na concentragéo de
solucdo salina padrdo, de 1 a 4% de glicose e de 8 a 32% de licor. A solucdo de nutrientes utilizada no
processo fermentativo foi estabelecida de acordo com metodologia de Shepard e Cooper (1991), com
modificacdes.

Para os ensaios de fermentacdo, um pré-inoculo foi preparado com uma algada da cepa de Bacillus
subtilis em Erlenmeyer contendo 10 mL de solucdo de peptona a 2%, incubados a 30°C, 120 rpm por 18 h. Na
sequéncia, 10 mL deste pré-inéculo foram adicionados a uma solucdo de 90 mL da mistura de 1% de glicose e
nutrientes, mantida em agitacdo a 120 rpm, 30°C por 24 horas, para obtencao do in6culo. Os ensaios com as
variaveis em estudo foram realizados na sequéncia com 5 mL de inéculo com uma solugdo de 95 mL de meio
fermentativo, mantida a 30°C, 120 rpm, por 72 horas.

A concentracao celular foi obtida através de curva de calibracdo correlacionando densidade ética (DO)
com massa seca, verificadas em espectrofotbmetro a 610 nm, enquanto que a tensdo superficial foi medida a
partir de 25 mL de cultivo livre de células por uso de tensidmetro (Attension, modelo Sigma 700) com método
da placa.

Resultados e Discusséao:

De acordo com metodologia utilizada, os teores de lignina solivel e insolivel, celulose e hemicelulose,
nas amostras de sabugo de milho foram verificadas encontrando-se dentro dos padrBes preconizados para
este tipo de residuo de acordo com a literatura (CRUZ et al., 2000; RIVAS et al., 2004). Os teores de furfural e
hidroximetilfurfural, advindos da degradacdo de hexoses e pentoses ao longo das andlises também foram
determinadas, sendo obtidos valores dentro dos parametros estipulados na literatura (TAMANINI e HAULY,
2004).

O pré-tratamento do sabugo de milho foi realizado com o intuito de obter parte da fragao
hemicelulolitica do residuo para que a mesma fosse utilizada nos ensaios para producédo de biossufactantes.
Verificou-se que o pré-tratamento utilizado se apresentou eficaz no processo de remoc¢éo das hemiceluloses do
sabugo de milho j& que no residuo in natura houve aproximadamente 25,3% de hemicelulose e ap6s o pré-
tratamento esse valor sofreu um descréscimo para 15%. De acordo com a literatura (PEREIRA FILHO et al.,
2002; BRIGIDA et al., 2011), o método utilizado neste trabalho para remoc¢éo de hemicelulose de sabugo de
milho também foi eficiente quando aplicado em outros residuos agroindustriais para extracdo de fracBes
lignocelulésicas. Quanto a composicdo de celulose e de lignina foi verificado uma pequena fracdo no licor
sendo tal fato justificado pela agressividade do pré-tratamento e a existéncia de semelhancas ainda que
minimas entre as fra¢des lignoceluldsicas (ROUT et al., 2001).

Em posse dos resultados obtidos no planejamento experimental para obtencdo de biossurfactante, ao
analisar duas ou mais variaveis, é do conhecimento que a andlise de regressao é de extrema importancia dada
a possiblidade de estudar o efeito que a variagdo das varidveis independentes exerce no fator resposta
(variavel dependente). Assim, neste trabalho uma analise estatistica foi realizada com o intuito de verificar a
influéncia exercida pelas variaveis licor rico em frag8es hemiceluloliticas, glicose e nutrientes no crescimento
dos microrganismos e na qualidade do biossurfactante obtido por meio de andlises de tenséo superficial.

Dentro deste contexto, o valor da probabilidade (p), determinado a partir do Teste de Fisher (Teste F),
guando menor que 0,05 aponta qual varidvel ou interacdo entre variaveis € significante para o fator resposta a
95% de confianca. Ao estimar os efeitos para o fator resposta (diminuicdo da tenséo superficial) observou-se
gue o licor foi significativo (p<0,05) para a diminuicdo da tensdo superficial, assim como a glicose e a interacao
entre licor e glicose. Entretanto, todas as variaveis significativas apresentaram um efeito negativo ao processo.
As relacdes entre as variaveis glicose e sais com o licor, para a resposta analisada, estdo apresentadas nas
superficies de resposta (Figuras 1 e 2).

A superficie de resposta da Figura 1 representa a interacdo entre o licor e a glicose para variavel
resposta (significante a 95% de confianga), sendo possivel observar que a melhor condigcdo experimental foi na
regido intermediaria de ambas as variaveis independentes, estabelecidas no ponto central. Verificou-se ainda
uma queda do percentual de diminuigcdo da tensdo ao aumentar o teor de licor e glicose. A Figura 2 representa
uma interacdo ndo significativa a 95% de confianca para o processo experimental estudado, entretanto,
também mostra que a melhor condicdo experimental se encontra no ponto central, uma vez que a melhor
regido de solucao salina também foi administrada neste ponto das condicoes.
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Figura 1 - Superficie de resposta dos efeitos das variaveis licor alcalino de sabugo de milho e glicose para
porcentagem de diminui¢éo da tensdo superficial
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Figura 2 - Superficie de resposta dos efeitos das variaveis licor alcalino de sabugo de milho e solugéo de sais
para porcentagem de diminuicdo da tenséo superficial

Quando utilizou-se como fator resposta a concentracao celular foi também observado que o licor possui
efeito negativo significativo para o modelo proposto. Além disso, a interagdo entre o licor e a solugdo de sais
também foi significativa com efeito negativo, enquanto que a glicose, a solugdo salina e a interagdo entre elas,
mostraram um efeito significativo positivo a concentracdo de Bacillus subtilis, sendo verificado um efeito
negativo a concentracéo celular ao aumentar o percentual de licor. A interagao significativa entre o licor com a
solucao de sais indica que apenas o0 aumento da solucéo de sais interfere no aumento da concentracao celular.
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Conclusodes:

A investigacao da influéncia ndo somente da fracdo liquida advinda dos experimentos de pré-tratamento de
sabugo de milho mas também desta fracdo liquida (denominada licor) aliada a glicose e sais minerais no
processo de produgdo de biossurfactantes contribuiu para o aprimoramento do conhecimento a respeito do
papel desempenhado pelos fatores citados permitindo que novas possibilidades para fabricagdo de
biossurfactantes sejam consideradas. Os resultados obtidos por meio da andlise estatistica permitiram
responder ao questionamento do real efeito do licor para a producédo de biossurfactantes. Verificou-se que
pequenas proporcdes de licor associado com glicose e sais permitem a producdo de um biossurfactante dotado
de boa capacidade tensoativa ja que houve uma diminui¢cdo na tensdo superficial do meio. Em um contexto de
biorrefinaria, o uso de fragdes hemiceluloliticas oriundas do sabugo de milho tanto para a producdo de
biossurfactante quanto em outros processos possibilita uma reducdo nos custos de producdo de diferentes
produtos bem como a minimizacdo do impacto ambiental gerado por residuos produzidos por atividades
industriais e/ou agricolas. Ademais, é importante salientar o carater inovador e original relativo a utilizacdo de
fracBes hemiceluloliticas oriundas de sabugo de milho em processos de obtencéo de biossurfactantes visto que
na literatura técnica e cientifica ndo ha menc¢6es que possuam proximidade com os procedimentos descritos.
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