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Quando surge um problema, vocé tem duas alternativas:
ou fica se lamentando, ou procura uma solugao.

Nunca devemos esmorecer diante das dificuldades.
Os fracos se intimidam. Os fortes abrem as portas e acendem as luzes.

Dalai Lama

GALILEU E O TEMPO

Em certa ocasiao alguém perguntou a Galileu Galilei:
- Quantos anos tens?!

- Oito ou dez, respondeu Galileu, em evidente contradicado com sua barba branca.

E logo explicou:
- Tenho, na verdade, os anos que me restam de vida, porque 0s ja vividos ndo os

tenho mais, como nao temos mais as moedas que ja gastamos.

Crescemos em sabedoria se valorizarmos o tempo como Galileu Galilei.
Dizemos espantados:

- Como passa o tempo!!

Mas na verdade, somos nds que passamos.

O astrénomo italiano sabia que estamos aqui de passagem. Somos peregrinos e €
bom pensar na meta que nos espera. A certeza de que o nosso caminhar terreno
tem um final,

€ o melhor recurso para valorizarmos mais cada minuto que percorremos. Assim

podemos aproveitar o que realmente temos: O PRESENTE.

Convém desfrutar cada dia como se fosse o ultimo.
O ontem j& se foi e 0 amanh& ainda ndo chegou.

Autor Desconhecido



A minha familia, em especial & minha avé Ivone. A nova vida que esta

chegando.
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RESUMO

Biossurfactantes sdo compostos anfifilicos produzidos por microrganismos que
possuem atividade superficial, ou seja, a capacidade de reduzir a tenséo superficial e
interfacial entre dois liquidos imisciveis. Devido a suas caracteristicas, esses
compostos possuem uma ampla gama de potenciais utilizagbes que vao desde a
industria de alimentos, cosméticos, farmacéutica, petroquimica entre outras. O
processo de recuperacdo e purificacdo de biossurfactantes é alvo de constantes
aperfeicoamentos, pois compreende, em alguns casos, até 60% do custo de
producdo dos mesmos. Alguns processos utilizados com mais frequéncia para
recuperagao de biossurfactantes sdo as técnicas de fracionamento de espuma,
precipitacdo e extragao, além da ultrafiltragdo. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
viabilidade dos processos de ultrafiltragcdo e diafiltracdo para recuperacdo e
purificacdo de biossurfactantes produzidos por Bacillus subtilis. O processo foi
conduzido com a producdo de espuma via fermentacdo, que continha alta
concentracao de biossurfactantes. Apds pré-tratamento, a espuma passou pelos
processos de ultrafiltracdo e diafiltragdo, com parametros fixos e pré-estabelecidos.
Os resultados da ultrafiltragdo mostram um aumento na concentracdo de
biossurfactantes de 0,7 para aproximadamente 1,1 g/L, porém com um grau de
pureza ainda abaixo de 50%. Ja no processo de diafiltragdo, os resultados apontam
para uma purificagao de valores de pureza superiores a 50%. Uma andlise final indica
que ambos os processos, de concentracao de biossurfactantes por ultrafiltracéo, e de
purificacdo por diafiltragédo sdo vidveis e conseguem um bom rendimento, a custo

baixo, sendo uma boa alternativa no “downstream” de tais produtos.



ABSTRACT

Biosurfactant are amphifilic compounds produced by microorganisms that
have superficial activity, or capacities of reducing superficial and interfacial tension
between two immiscible liquids. Besides these characteristics, this compound has
a large utility, going since the food industry, cosmetic, pharmacy, petrochemical
among others. The biosurfactant recovery and purification process is the target of
constant improvements, because it means until 60% of total production cost. Some
process used with more frequency for biosurfactant recovery are foam
fractionation, precipitation and extraction, besides ultrafiltration. The aim of this
work was to evaluate the viability of ultrafiltration and diafiltration process for
Bacillus subtilis biosurfactant recovery and purification. The process was conduced
with a foam production by aerobic fermentation, which contained high biosurfactant
concentration. After pre-treatment, the foam passes to ultrafiltration and diafiltration
process, with fixed and pre-established parameters. The ultrafiltration results show
an increase in the biosurfactant concentration from 0,7 to approximately 1,1 g/L,
but with a lower 50% purity level. In the diafiltration process already, the results
show purity levels higher than 50%. Final analysis indicates in both, the
biosurfactant concentration by ultrafiltration and the biosurfactant purification by
diafiltration, viability and good yield, with low cost, it might be a good alternative in

“downstream process” of such products.



OBJETIVOS
Os objetivos do trabalho foram:

 Estudar o processo de ultrafitracdo de biossurfactante produzido em

parametros fixos para determinar a viabilidade do processo;

 Avaliar os rendimentos obtidos na concentracdo e purificacdo do

biossurfactante;

* Propor, estudar e avaliar o processo conhecido como diafiltracdo, para

purificagdo de biossurfactante, produzido por Bacillus subitilis.



CAPITULO 1

RECUPERAGAO, CONCENTRACAO E PURIFICACAO DE

BIOSSURFACTANTES: UMA REVISAQ

1. INTRODUCAO

Em biotecnologia, além da desejavel alta producdo por parte de
microrganismos que atuam como for¢ga motriz de um reator, &€ necessario também
o emprego de eficientes tecnologias de recuperacdo, concentracdo e purificacao
dos produtos, pois, 0 complexo metabolismo dos microrganismos gera inumeros e
complexos produtos, primarios e secundarios. Num processo biotecnoldgico, os
passos principais sao classificados em trés etapas: o upstream, que abrange o
preparo e caracterizacdo do substrato a ser utilizado no processo; o central point,
onde acontece o encontro dos agentes produtores (representados pelos
microrganismos) com o substrato pronto para ser utilizado, sendo o local desse
encontro o biorreator; e o downstream, onde se encontram 0s processos de
recuperacao, concentracao e purificacao dos bioprodutos formados.

A etapa de downstream em um bioprocesso geralmente € muito complexa.
Na maioria das vezes as etapas de recuperagdo, concentracdo e purificacéo
nunca sao completas, e quando isto acontece, o produto final geralmente possui
um elevado custo, o que, para processos em larga escala, torna-se

completamente invidvel. Mesmo assim, para diferentes setores do mercado,



diferentes graus de downstream s&o aplicados, privilegiando nesse caso a
exigéncia dos clientes (LADISCH, 2001).

Mesmo com a otimizacdo do meio de cultura e da producgéo, o processo de
producdo esta incompleto sem meios economicamente vidveis de recuperacao
dos bioprodutos. Para muitos produtos biotecnolégicos, os custos com etapas de
downstream giram em torno de 60% do total dos custos de producado (DESAI &
BANAT, 1997; MUKHERJEE et al, 2006).

O primeiro passo a ser analisado em etapas de downstream é em qual
sequéncia se encontra o bioproduto formado baseado na sua geracao, a partir de
um microrganismo ou de uma biotransformacao catalisada por uma enzima
imobilizada. Se o produto em questdo é oriundo de células vivas, deve-se
observar se sua origem € intracelular ou extracelular. Transformagdes bioquimicas
também representam outra fonte de bioprodutos (LADISCH, 2001).

Nas etapas de downstream, assim como em qualquer desenvolvimento de
um novo processo, a ampliacdo gradativa de escala € fundamental para um
processo seguro do ponto de vista comercial e industrial. Os testes laboratoriais
apontam os pontos de melhoria do processo (SANTOS, 2001), enquanto que 0s
testes em escala piloto desenvolvem o0s processos, determinando modelos e

facilitando a mudancga para a escala industrial (BARROS, 2007).



2. PROCESSOS MAIS UTILIZADOS EM ETAPAS DE “DOWNSTREAM”

2.1. Separacoes solido-liquido

Tais processos sdo usualmente métodos mecanicos de separacao, € sao
aplicados a misturas heterogéneas. Sdo baseados em diferengas fisicas entre os
sélidos em suspensao (particulas) tais como diferencas em tamanho, espessura e
densidade (WIESMANN & BINDER, 1982). Para separar sélidos em suspensao de
seus liquidos, dois principios sdo usados:

* . Retencao do componente sélido usando meio filtrante;

» Utilizacdo da diferenca de taxa de sedimentagdo de particulas se
movendo através do liquido. Essa diferenca pode ocorrer por efeito
da gravidade (decantagédo) ou por meio de um campo induzido, por

exemplo um campo centrifugo (centrifugagéo).

2.1.1. Filtracao

Filtracdo € a técnica de separar suspensbes sélido-liquido, em uma
parte concentrada (torta) e outra diluida (filtrado) (DI BERNARDO, 1980). O meio
filtrante é o agente separador. O principio da filtracdo é baseado na diferenca
geométrica entre soélidos suspensos e os poros do meio filtrante (WILLIS &
TOSUN, 1980; STAMATAKIS & TIEN, 1991).

Em bio-filtracdo, entretanto, quase que a totalidade das particulas fica

retida. Para a filtracdo, importantes parametros sao avaliados: procedimentos de



limpeza/comportamento de entupimento, resisténcia quimica, resisténcia ao
escoamento e durabilidade (COHEN, 2001).

Algumas vantagens se destacam neste tipo de processo como: alto
rendimento e facilidade de remocéo da torta de filtro na maioria dos casos. Uma
grande desvantagem é o alto capital de investimento necessario (DI BERNARDO,

1980).

2.1.2. Sedimentacao e centrifugacao

Sedimentacdo e centrifugacdo sdo duas das operacdes unitarias mais
utilizadas em biotecnologia. A sedimentagéo gravitacional requer equipamento em
larga escala e o tempo de residéncia é muito grande (WIESMANN & BINDER,
1982; SCHUCK et al, 1998).

Numa centrifuga, o campo gravitacional € substituido por um campo de
forca centrifuga, que requer um pequeno equipamento e, consequientemente,
pequenos tempos de residéncia (além de altas recuperacbes por unidade de
volume por equipamento) (COHEN & CLAVERIE, 1975; WIESMANN & BINDER,
1982).

Centrifugas oferecem vantagens sobre filtros e tanques de sedimentagéao.
Entre estas podem ser citadas: o fato de permitir um processo continuo ou
com muitas bateladas, alta capacidade e baixo tempo de processo, operacdao com
produtos estéreis (esterilizacdo a vapor) assim como manutencao de condicdes,
ou seja, controle dos parametros de processo. Porém existem também algumas

desvantagens: alto investimento de capital, altos custos de manutencdo, alto



consumo de energia, o concentrados pastosos (com parcela de 5 a 20% (p/p) de
sblidos secos), além do sobrenadante nao ser livre de células restando

aproximadamente de 10® a 10° células/ml (COHEN & CLAVERIE, 1975).

2.2. Concentracao de Produtos

ApOs separar praticamente todas as células do meio, o filtrado contém 85%
a 98% de agua (PERRY & CHILTON, 1973). Por essa razao, o proximo passo
num processo de concentracao € quase sempre focado na remogao de agua. Isso
pode ser feito por evaporacao, processos de membrana, extracao liquido-liquido e

precipitacao.

2.2.1. Evaporacao

E um processo que requer calor como uma fase auxiliar para remover agua
de uma solucdo. Calor, carregado como vapor, converte parcialmente a solucao
em vapor. O vapor € entdo removido da solu¢cdo e condensado (McCABE &
SMITH, 1976).

Com base nessas quatro etapas, uma grande variedade de equipamentos é
desenvolvida, desde escala laboratorial, com capacidade de 0,5 a 1,0 L/h de
capacidade de evaporacao de agua, até escala industrial muito alta, tais como a
agua aproveitavel da agua do mar, de capacidade de evaporagdo a 150 m%h.
A evaporacao € um processo simples, porém, em muitos casos, um alto consumo

de energia € necessario para a remo¢ao de agua. Entretanto, devido a sua



acessibilidade e simplicidade, é frequentemente aplicado em larga escala

(McCABE & SMITH, 1976).

2.2.2. Processos de membrana

Processos de membrana sdo mais aplicados atualmente, hd menos energia
a ser consumida, além do fato de ser usado como primeiro passo da purificagao.
Membranas sao principalmente aplicadas na industria de laticinios, e em
biotecnologia para melhorar a separacao e concentracdo de solu¢cdes aquosas
(CAPANNELLI, 1983). A aplicacao de membranas nao se restringe a separagao
celular ou molecular.

O processo de membrana pode se distinguir de acordo com o tipo de forca
diretora que guia o transporte através da mesma. Microfiltracdo separa grandes
particulas de uma suspenséo, e ultrafiltracdo é o termo usado quando os poros do
filtro sdo suficientemente pequenos para reter as macromoléculas. Hiperfiltracdo
algumas vezes se refere a osmose reversa (ALBERTSON, 1977).

Na maioria dos processos de biosseparacdo a diferenca de pressao
hidrostatica € a forca diretora (NGUYEN et al, 1979; NGUYEN et al, 1980;
NGUYEN et al, 1983; NGUYEN & NEEL, 1983). Os processos de membrana
possuem diversas vantagens sobre outras técnicas de concentracdo por nao
necessitar de fase auxiliar, por poderem ser conduzidos a temperatura ambiente,
pela possibilidade de processos continuos ou de batelada, além de permitir uma
ampliacdo de escala relativamente simples (ALBERTSON, 1977). Contudo,

algumas desvantagens também s&o reportadas, como por exemplo a pouca



resisténcia a valores de pH e temperatura extremos, dificuldade de limpeza e
esterilizacdo, e entupimento.

As membranas sao fabricadas com uma grande variedade de materiais,
se usando de varias técnicas de confeccdo. A seletividade da membrana é
expressa em termos de peso molecular limite de permeabilidade (MWCO)
(ELIMELECH & BHATTACHARJEE, 1998) . Numa membrana ideal de
ultrafiltracdo, todas as moléculas abaixo do valor de MWCO serdo permeadas,
enquanto que todas as outras moléculas permaneceréo retidas. Em contraste com
a ultrafiltracdo, a microfiltracdo lida com soélidos suspendidos. Microfiltracao
tangencial é bem usada como alternativa frente a filtracdo normal. Um enxagle
em contra-corrente € necessario para manter o fluxo de solugao suficientemente

alto durante o processo (TRAN-HA & WILEY, 1998).

2.2.3. Extracao por Solventes e Precipitacao

Extracdo por solvente € uma das operagbes unitarias classicas mais
versateis para a recuperacao de bioprodutos. Pode ser aplicada em produtos com
uma grande faixa de propriedades fisico-quimicas. Em processos biotecnolégicos,
entretanto, a extracdo € predominantemente aplicada na recuperacdo de
metabdlitos secundarios lipofilicos. Considera-se a extragdo, neste contexto, mais
uma técnica de enriquecimento do que uma técnica de purificacdo, mesmo que na
pratica, uma purificagdo substancial seja atingida (BANAT, 1995).

Precipitacdo é um método bem estabelecido para recuperacao de proteinas

e é muito usado para recuperacdao de proteinas de peso molecular médio. Em

10



precipitacdo, a solubilidade é reduzida para adicdao de sais (salting out) ou
solventes organicos. Pode ser aplicada para fracionar proteinas (tipos diferentes
de separacao), como é feito no processamento de plasma sanguineo, ou como
método de reducdo de volume. A precipitagdo pode também ser empregada
como primeiro passo de purificacdo, antes de métodos de alta resolucao, por
exemplo para ativar a remocao de pos-produtos ndao desejaveis tais como acidos

nucléicos, pigmentos e outros componentes residuais do meio (KIM et al, 1997).

2.3. Purificacao

Purificacdo é o final e, em muitos casos, 0 passo essencial na cadeia da
recuperacdo. Dependendo do grau de purificacdo, esse tipo de processo é
geralmente caro e as operacdes resultam em baixos rendimentos (McCABE &
SMITH, 1976). A purificacdo, neste contexto, € restrita a processos de sor¢ao,
como por exemplo, a adsorcéo e a cromatografia.

Os mecanismos dos processos de sorcdao podem ser divididos em cinco
categorias. Por exemplo, a primeira, € mais ou menos uma forma de exclusao por
tamanho. A permeagéo do gel é baseada nesse fenbmeno. Grandes moléculas
nao entram nos poros, enquanto que pequenas moléculas o fazem. O resultado é
uma diferenca de velocidade entre grandes e pequenas moléculas. De fato, a
separacdo é conseguida com base na cinética (McCABE & SMITH, 1976;
COLLINS, 1997; TOTH, 2002).

Grandes moléculas ndo podem penetrar nos granulos de gel e passam

rapidamente pelo leito. Pequenas moléculas penetram nos granulos e seu
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progresso através da linha torna-se muito maior. Em todos os outros casos o
fenébmeno de superficie de sorcao desempenha um papel dominante. A interacdes
de Van der Waals criam uma fraca camada na superficie da macromolécula
(ROTH & LENHOFF, 1995). Superficies carregadas sado aptas a ligar moléculas
com uma rede em funcao das cargas opostas. Finalmente, ligagdes bioespecificas
podem acontecer de forma que as moléculas que se ligam a sua superficie o
fazem como carreador; da mesma maneira como uma chave numa fechadura
(COLLINS, 1997; TOTH, 2002).

Existem, basicamente, duas maneiras de colocar em contato o fluido com o
sorvente: o processo em batelada e o continuo. Em procesos biotecnol6gicos,
entretanto, somente o0 modo batelada é empregado (DECHOW, 1989). Assim
sendo, o0 modo batelada € dividido em dois tipos: o0 do tanque agitado (DUBEY et

al, 2005), e o leito empacotado (COSTA, 2005).

3. PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTES

Biossurfactantes sdo compostos anfifilicos produzidos por microrganismos
que possuem atividade superficial, ou seja, a capacidade de reduzir a tensao
superficial e interfacial entre dois liquidos imisciveis (DESAI & BANAT, 1997;
MAIER, 2003; GAUTAM & TYAGI, 2006). Estas propriedades derivam do fato de
que estes compostos possuem uma parte da molécula polar e outra apolar
(MAIER, 2003; BARROS et al, 2007). H4 uma enorme variedade de grupamentos
ou componentes que fazem com que se tenha um grande numero tipos de

biossurfactantes estruturalmente diferentes. Entre os grupos mais importantes
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temos: lipopeptidios e lipoproteinas, glicolipidios (ramnolipidios, trealolipidios e
sorfoliidios), fosfolipidios, acidos graxos neutros, materiais particulados e
polimeros (DESAI & BANAT, 1997; BOGNOLO, 1999; MAIER, 2003).

Devido a suas caracteristicas, esses compostos possuem uma ampla gama
de potenciais utilizacbes que vao desde a industria de alimentos, cosméticos,
farmacéutica, petroquimica entre outras (KOSARIC, 1992; DESAI & BANAT,
1997). No entanto, praticamente todos os surfactantes utilizados sao sintéticos
(DESAI & BANAT, 1997), os biossurfactantes, de modo geral, tém sido limitados a
poucas, € especializadas aplicagdes, devido seus precos nao competitivos
(FIECHTER, 1992), contudo uma crescente parte destes vem sendo substituida
por compostos produzidos por sintese enzimatica ou microbiana (GAUTAM &
TYAGI, 2006). Esta mudanca tem ocorrido especialmente por caracteristicas
como baixa toxicidade e biodegradabilidade (MAKKAR & CAMEOTRA, 1999).

O uso de substratos renovaveis em processos biotecnoldgicos é apontado
como uma alternativa para a viabilizagdo econémica destes, pois a matéria-prima
€ parte significativa quando considerados os custos de producédo (FIECHTER,
1992; CAMEOTRA et al 1998). Estima-se que as matérias-primas para processos
biotecnoldgicos representem de 10 a 30% do custo de producdo (MAKKAR &
CAMEOTRA, 2002). Atualmente uma grande variedade de residuos
agroindustriais € reportada como meios de cultura em processos biotecnolégicos
(GAUTAM & TYAGI, 2005; RAMACHANDRAN et al., 2007), inclusive
biossurfactantes (MAKKAR & CAMEOTRA, 1999). Os substratos utilizados para

producdo de biossurfactantes sdo basicamente de trés grupos: substratos com
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alta carga de carboidratos, 6leos vegetais e hidrocarbonetos (GAUTAM & TYAGI,
2006).

Tradicionalmente os hidrocarbonetos tém sido utilizados na producao de
biossurfactantes, contudo, outros residuos agroindustriais tém sido utilizados.
Mercade & Manresa (1994) relatam a produgéao de ramnolipidio por Pseudomonas
sp JAMM utilizando residuo da prensagem de 6leo de oliva. Ohno et al. (1995)
reportam o uso de residuo sélido de soja na produgédo de surfactina por Bacillus
subtilis Ml 113 em um processo de fermentacdo de fase sélida. Deshpande &
Daniels (1995) utilizaram gordura animal para producdo de sorfolipidios por
Candida bombicola. Outros residuos tais como 6leo de fritura e sabdes produzidos
durante o refino de 6leos vegetais também foram estudados (MANEERAT, 2005)

O grupo mais extenso, contudo € o de substratos com altos teores de
carboidratos. Melagco foi usado para producdo de biossurfactante por
Pseudomonas aeruginosa GS3 (PATEL & DESAI, 1997) e por Bacillus subtilis
MTCC (MAKKAR & CAMEORTA, 1997) e LB5a (NITSCHKE et al, 2004). No
mesmo estudo, Nitschke et al (2004), mostraram um estudo comparativo entre
trés diferentes substratos ricos em carboidratos: melaco de cana, soro de leite e
manipueira. Utilizando-se da reducado superficial como parametro, foi mostrado
que a manipueira apresentou os melhores valores. O soro de leite também foi
apontado como meio de cultura para producao de lipopeptidios por B.licheniformis
cepa P40 (CLADERA-OLIVEIRA, 2004).

Thompsom et al (2000), e Fox & Bala (2000), relatam o uso de batata,
substrato rico em amido, para producdo de biosurfactante por Bacillus subtilis

ATCC 21332. Trabalhos reportados por Nitschke et al (2004), Costa (2005) e
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Barros (2007) usando Bacillus subtilis linhagem LB5a, apontam a manipueira
como substrato de grande potencial, sendo o amido e, secundariamente, a

sacarose, as principais fontes de carbono (NITSCHKE, 2004).

3.1. Desenvolvimento de bioprocessos

Além do uso de substratos alternativos o desenvolvimento de processos
fermentativos, equipamentos e métodos de extracdo também sdo apontados, pois,
segundo Desai & Banat (1997), o desenvolvimento das condicdes de fermentacao
tem resultado num crescimento da produtividade, tornando os biossurfactantes
mais atrativos. Em concordancia com essa premissa, diversos trabalhos apontam
na realizacao de estudos referentes a otimizacao das condi¢cbes de cultivo para a
producéo de biotensoativos.

Um processo de otimizagcdo consiste na determinacdo das melhores
combinacdes de fatores essenciais ao desenvolvimento da cultura (MUKHERJEE
& SEN, 2006). Para isso, técnicas classicas ou através de metodologia estatistica
apropriada foram utilizadas para otimizacdao dos constituintes de meios sintéticos
(GU et al, 2005), proporcdo e tempo de incubagdo do inoculo (SEN &
SWAMINATHAN, 2004), temperatura, agitacdo nos fermentadores ou a
combinacado de diversos dos fatores citados (SEN & SWAMINATHAN, 1997;
JACQUES et al, 1999; CLADERA-OLIVEIRA et al, 2004).

A genética de um microrganismo produtor € um importante fator que afeta a
produtividade de produtos biotecnoldgicos (MUKHERJEE et al, 2006). As técnicas

de manipulagdo genética também tém permitido uma maior velocidade na
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identificacdo de microrganismos potencialmente (teis (HSIEH et al, 2004),
compreensdo das vias metabdlicas (SULLIVAN, 1998; PEYPOUX et al, 1999;
TSUGE et al, 2001), alteracao de suas propriedades biologicas (SYMMANK et al,
2000) e , especialmente, 0 aumento na producdo (MULLIGAN et al, 1989;
YAKIMOV et al, 2000; OHNO et al, 1995; LIN et al, 1998 (b)) destes bioprodutos.
Além dos parametros citados, 0 processo de recuperacdo e purificacao
também é alvo de constantes aperfeicoamentos, pois compreende, em alguns

casos, até 60% do custo de producéo de bioprodutos (DESAI & BANAT, 1997).

4. “DOWNSTREAM” PARA BIOSSURFACTANTES: RECUPERAGAO,

CONCENTRACAO E PURIFICACAO

Um bioprocesso eficiente e econébmico é a fundacdo de toda industria
biotecnolégica num mercado competitivo. Qualquer tentativa de aumento do
rendimento de producdo de um biossurfactante demanda otimizacdo do meio de
cultura, e selecdo de condi¢cbes étimas da prépria cultura vao induzir ao maximo
ou 6timo de produtividade. Similarmente, eficientes técnicas de downstream nos
processos e métodos sdo necessarias para maxima recuperacao do produto final

(MUKHERJEE et al, 2006).
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4.1. Precipitacao acida e extracao com solventes organicos

A insolubilidade dos biossurfactantes a baixos valores de pH é uma
maneira de separa-los do meio em que se encontram. Um exemplo é o da
recuperacao dos biossurfactantes produzidos por Bacillus subtilis (DESAI &
BANAT, 1997; MAKKAR & CAMEOTRA, 1997; SEN & SWAMINATHAN, 2005;
YEH et al 2006; COSTA, 2005; BARROS, 2007). A pratica usual para a
recuperacao quimica de surfactina envolve precipitacdo a pH, utilizando acidos
fortes como HCI, acidificando-se assim o meio (SEN & SWAMINATHAN, 2005).
As vantagens de tal processo € que nao envolve instrumentos ou aparelhos
complexos (MUKHERJEE et al, 2006), além de possuir um custo baixo e ser
eficiente na recuperacao do biossurfactante bruto.

Outro exemplo é a precipitacao utilizando sulfato de aménio, onde ocorre o
salting out do biossurfactante polimérico ou rico em proteinas, mas assim como a
precipitacdo acida, ndo necessita de equipamentos complexos, e limita-se a
pequenas separagdes (SHABTAI, 1986).

Os biossurfactantes possuem a caracteristica de serem solUveis em
solventes organicos devido a presenca de sua terminacdo hidrofébica
(MUKHERJEE et al, 2006; BARROS, 2007). Geralmente, o processo de extracao
por solvente organico € o préximo passo apds a precipitacdo acida. Na literatura
reportam-se empregos dessas técnicas para recuperacdo de ramnolipideos de
Pseudomonas aeruginosa (DESAI & BANAT, 1997; DUBEY et al, 2005) e também

de surfactina de Bacillus subtilis (MAKKAR & CAMEOTRA 1997, COSTA, 2005;
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BARROS, 2007). A recuperagdo de biossurfactantes utiliza-se da técnica de
extragdo com solventes como metanol e cloroformio (NITSCHKE, 2004).

Outros solventes também aparecem como alternativas de extracdo. E o
caso do Metil Eter terc-Butil (MTBE) aplicado na extragdo de biossurfactantes de
Rhodococcus (KUYUKINA et al, 2001). Devido a certas caracteristicas do MTBE,
tais como toxicidade relativa baixa, biodegradabiliade, facilidade na recuperacéo,
baixa flamabilidade e baixo risco de explosédo, o uso de tal solvente como agente
de extracdo em escala industrial, para producao de biossurfactante, é viavel.

As vantagens encontradas em processos de extracdo com solvente
organico sdo apontadas como eficiéncia na recuperacao do biossurfactante e em
sua purificacado parcial. Uma desvantagem clara é a nao-utilizacdo em processos
de larga escala, devido a inviabilidade de se montar equipamentos grandes, sem
falar nos custos elevados do processo por conta do encarecimento dos solventes

(MUKHERJEE et al, 2006).

4.2. Fracionamento de espuma

A técnica de fracionamento de espuma toma proveito de propriedades dos
biossurfactantes como as interacdes com a superficie de liquidos. Devido a esta
atividade superficial, se formam particdes na espuma do liquido que facilitam a
separacao (ROSA et al, 2007).

Historicamente, este tipo de separacdo tem aplicacdo em separagcdo de
contaminantes de rios na década de 60 (GRIEVES & ARONICA, 1966). O passo

seguinte foi dado na recuperacdo de proteinas pelo mesmo fracionamento de
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espuma (AHMAD, 1975). Caracterizacdes para melhorar o modelo do processo
foram feitas desde entdo, dentre elas a distribuicdo da concentragdo de proteina
na espuma ao longo da coluna, passando por parametros como tamanho das
bolhas, posicao de elevacao do liquido, e isotermas de adsorcao (DU et al, 2000).

Paralelamente temos o desenvolvimento da mesma técnica para a
recuperacao de biossurfactantes. Publicacdes sobre o assunto surgem na década
de 90 (ARMSTRONG et al, 1994; CHEN et al, 1994) e ganham certo
desenvolvimento nos anos seguintes.

Razafindralambo e colaboradores (1996) investigaram as propriedades de
fracionamento de espuma aplicada na recuperacao do biossurfactante surfactina,
produzido por Bacillus subtilis. Os parametros de comparagao foram o surfactante
sintético Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) e soro bovino de albumina (BSA). Os
resultados apontam que o tempo necessario para formacao de volume de espuma
foi similar para diferentes concentracdes, enquanto que a quantidade maxima de
liquido na espuma aumentou conforme aumentava a concentracdo. Observa-se
uma alta performance da surfactina como agente espumante frente a dois
exemplos de moléculas que, como a prépria surfactina, sao anfifilicas. Sua
excelente capacidade de formar espuma e estabilidade vem essencialmente de
sua forte atividade superficial, e provavelmente devido a boas propriedades
mecanicas e reoldgicas de seu filme de absorgéo superficial.

Outro trabalho também surgiu no intuito de avaliar com mais propriedade a
recuperacdo de espuma contendo surfactina, apds producdo por fermentacao
(DAVIS et al, 2001). Os resultados mostraram que a recuperacao de

biossurfactante por fracionamento de espuma é um método em potencial, no caso
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aplicado acima. Outro fator avaliado foi a velocidade de agitacdo, que mostrou
afetar a taxa de formacédo de espuma e assim a eficiéncia na separacédo de
surfactina. Os resultados mostram que, numa agitacdo 6tima, a 166 rpm,
ocorreram as maiores taxas de enriquecimento e recuperagao.

A aplicacdo dessa técnica se deu em trabalhos mais recentes, em
recuperacdo de biossurfactantes produzidos em residuo agroindustrial
(manipueira). A fermentagcédo, com parametros controlados de aeracao e agitacao,
produziu espuma em grande quantidade, aproximadamente 21% do volume inicial
e com concentracdo maior que 25 vezes a concentracdo no mosto. Sabendo-se
gue a espuma continha as maiores concentracbes de biossurfacante, a mesma
era recolhida e, naturalmente entrava em colapso, aglomerando-se na forma de
liquido. Esse liquido sofre os posteriores tratamentos e processos de purificacéo
(COSTA, 2005; BARROS, 2007).

As principais vantagens do sistema estdo na n&o necessidade de
equipamentos de grande poténcia, presenca de solventes, entre outros
(MUKHERJEE et al, 2006), e em permitir a recuperagao primaria em processos
continuos (NOAH et al, 2002) e de batelada (DAVIS et al, 2001). Além disso, é
bastante eficiente na separacdo de compostos tensoativos, conseguindo, em
alguns casos, superar em 60 vezes o valor de concentracdo da solucao
inicial (DAVIS et al, 2001).

Entre as desvantagens estd o fato de que quando acoplado ao
fermentador, carrega consigo células, além dos componentes do meio
fermentativo, sendo sempre necessaria uma ou mais etapas adicionais de

purificacao (SANTOS, 2001; YEH et al, 2006) e no fato de que com um o aumento
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da concentragdo do bioproduto no meio de cultura, ha uma reducdo na

capacidade de arraste do tensoativo (ROSA et al, 2007).

4.3. Adsorcao

Nessa técnica, os biossurfactantes sdo adsorvidos em resinas poliméricas
e, subseqientemente, dessorvidas com solventes organicos. Também pode ser
usado como adsorvente carvao ativado (MUKHERJEE et al, 2006). Um exemplo
de aplicacdo dessa técnica data da década de 80, onde os autores investigavam
tal técnica em laboratorio, e as colunas eram preenchidas com resinas de
poliestireno (REILING et al, 1986). Porém, recentemente, a evolugcao tecnoldgica
das colunas de adsorcdo permitiu que colunas recheadas com carvao ativado
pudessem ser usadas para a recuperacao de biossurfactantes (DUBEY et al,
2005; LIU et al, 2007).

Dubey e colaboradores (2005) aplicaram a técnica de adsor¢cdo com
colunas de carvao ativado para recuperacao de biossurfactante, produzido por
Pseudomonas aeruginosa de residuos de fermentados em destilaria. A
parametros controlados a eficiéncia de adsorcdo chegou a 99,5 %. A
concentracdo do carvao ativado facilitou a remocao completa do biossurfactante
da espuma colapsada. O processo, segundo os autores, evita inibicdo do produto
final, reduz o alto custo dos solventes, e minimiza a degradacgao do produto.

O carvao ativado também foi usado no processo de recuperacdo da
surfactina de Bacillus subtilis (LIU et al, 2007). Entre os fatores estudados estao

taxa de agitacdo, tamanho de particula de carvao ativado, pH, temperatura,
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concentracao inicial de adsorbato, quantidade de adsorvente e forca i6nica da
solucdo. Os resultados indicam que o transporte externo de surfactina da solucao
aquosa para a superficie adsorvente é muito rapido para ser avaliado. A taxa de
adsorcao se eleva conforme aumenta atemperatura de adsorcdo. Quanto a
concentracao de surfactina, enquanto a mesma diminuia na fase liquida, a taxa de
adsorgdo de surfactina no carvdo ativado tornava-se maior, porém numa

velocidade bem pequena.

4.4. Cromatografia

A etapa de purificacdo de um biossurfactante geralmente termina, na
maioria dos casos, no processo de cromatografia. Os biossurfactantes carregados
ficam aderidos aos recheios da coluna cromatografica, e posteriormente podem
ser eluidos com solugao tampéao apropriada. A cromatografia possibilita alta e
eficiente recuperacgao, além de um alto grau de pureza (MUKHERJEE et al, 2006).

Exemplos de processos cromatograficos estdo tanto na purificagdo quanto
no intuito de quantificar o biossurfactante no final do processo. Existem estudos de
cromatografia de adsorcao e cromatografia de troca iénica aplicadas a purificacao
de ramnolipideo de Pseudomonas aeruginosa (REILING et al, 1986),
cromatografia de interagdo hidrofdbica em biossurfactante de Streptococcus
termophilus A (RODRIGUES et al, 2006), além de cromatografia liquida de alta
eficiéncia aplicada a quantificacéo e purificacdo de surfactina de Bacillus subtilis

(MULLIGAN E GIBBS, 1990; LIN et al, 1997; LIN et al, 1998 (a)).
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Outros trabalhos relacionados a purificacdo de biossurfactante produzidos
por Bacillus subtilis, sdo os relacionados aos da linhagem LB5a, em coluna aberta,
com silica gel como fase estacionaria, e metanol e cloroférmio em concentracaoes
variaveis, seguido por purificagdo em coluna aberta com sephadex (NITSCHKE,
2004; COSTA, 2005), conseguindo, segundo os autores, elevados niveis de

pureza.

5. RECUPERAGAO DE BIOSSURFACTANTES POR MEMBRANAS

Os processos de separacado por membrana sao apontados como eficientes
processos de recuperagdo e concentracdo de biossurfactantes. A microfiltracéo é
mais usada para recuperagao dos biossurfactantes oriundos do meio fermentativo,
ou da espuma de fermentacdo, pois consegue separar componentes celulares e
células inteiras, evitando assim um crescimento indesejavel pdés-biorreacao
(RODRIGUES et al, 2006). Porém poucos estudos ainda existem sobre o
processo, pois o meio de separacdo mais usado ainda € a centrifugacao, pois
conseguia separar as moléculas de biossurfactante apds a precipitacdo acida
(MULLIGAN E GIBBS, 1990; LIN et al, 1997; DESAI & BANAT, 1997, CAMEOTRA
& MAKKAR, 2002; LIN et al, 1998 (b); NITSCHKE, 2004; COSTA, 2005;
RODRIGUES et al, 2006, MUKHERJEE et al, 2006; BARROS, 2007).

A ultrafiltracdo é um processo de separacdao por membranas que permite
recuperar, concentrar e purificar parcialmente os biossurfactantes. A ultrafiltracéo
utiliza a propriedade dos biossurfactantes de formar micelas apds certa

concentragdo, chamada de concentracdo micelar critica (CMC) (MUKHERJEE et
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al, 2006). A partir desta concentracao, os biossurfactantes formam agregados
relativamente estaveis chamados micelas (HUNTER, 1993). A formacao destes
agregados, que na surfactina, por exemplo, pode conter de 50 a 100 moléculas
(MULLIGAN & GIBBS,1990; SEN & SWAMINATHAN, 2005) faz com que estes
compostos atinjam didmetros suficientemente grandes para que sejam separados
por processos de ultrafiltracdo (MULLIGAN & GIBBS, 1990; LIN et al, 1997).

O uso de sistemas micelares (ou todos os tipos de sistemas de surfactantes
incluindo microemulsao, vesiculas, etc.), com a finalidade de separar moléculas,
tem se tornado um campo de interesse cada vez maior. Esses sistemas tém
provado ser extremamente promissores em diferentes aplicacbes potenciais, tais
como: remogao de ions metalicos de ambientes aquosos, remoc¢ao de compostos
de baixo peso molecular e resolugdo de enantibmeros (XIARCHOS et al., 2003).

Estudos dos parametros de ultrafiltracdo séo feitos avaliando
principalmente os parametros de pressdo transmembrana, peso molecular limite
de membrana (MWCO), pH e temperatura (MULLIGAN E GIBBS, 1990; LIN et al,
1997; LIN et al, 1998 (b), SANTOS, 2001; RAMNANI, 2005, SEN &
SWAMINATHAN, 2005). Mulligan e Gibbs (1990) realizaram testes com
ultrafiltragdo em membranas de 10, 30, 50, 100 e 300 KDa, a uma presséo de 172
KPa. Foram realizadas andlises de tensao superficial, CMC e concentracdo de
aminodcidos.

Lin e colaboradores (1997) relataram o uso de ultrafiliracdo de
biossurfactantes de Bacillus subtilis linhagem ATCC 21332 e posteriormente de

biossurfactantes de cepas mutantes de Bacillus licheniformis linhagem JF-2 (LIN
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et al, 1998 (b)), obtendo rendimentos acima de 90%. A membrana permeia
moléculas menores, e retém as surfactinas organizadas em micelas.

Para SEN & SWAMINATHAN (2005), no caso de moléculas de 10 A a 500-
1000 A de diametro, a ultrafiltragdo mostra ser uma boa alternativa. Neste caso a
espuma foi agregada da fermentagcédo e misturada a 200 mL do caldo fermentativo,
e centrifugada para remocéao das células por precipitacdo. A membrana usada foi
uma de 50 KDa. O efeito do pH na solucéo de surfactina no fluxo de permeado foi
avaliado e, de acordo com uma combinacao étima entre pH e fluxo de permeado,
um pH fixo foi determinado. O percentual de pureza da surfactina obtida nesse
caso foi muito maior (70%) que aquele obtido com precipitacdo acida e extracao
(32%). Portanto, um melhor entendimento das caracteristicas importantes da
ultrafiltracdo, bem como os fatores de operagcdo, ajudam na otimizacdo e

concentragao e purificacdo do produto final.

6. CONCLUSOES

Os processos de recuperacao, concentracao e purificacao em biotecnologia
sdo de suma importancia pois sdo responsaveis pelas maiores determinacoes de
viabilidade de mercado de um produto biotecnolégico, como custo final de
processo, ampliacdo de escala e pureza final do produto.

No campo dos biossurfactantes essa afirmacao é extremamente relevante.
Ao longo dos anos tém-se estudado varias alternativas de processos de
downstream aplicados aos diversos biossurfactantes. Apesar de diferencas

estruturais, os biossurfactantes tém caracteristicas em comum, como por exemplo
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a estrutura molecular anfifilica, a alta atividade superficial, e o poder de formacao
de estruturas micelares em altas concentragdes.

E do estudo dessas caracteristicas que se encontra a determinagdo do
melhor ou dos melhores processos de recuperacado, concentracdo e purificacéo
dos biossurfactantes. Dificilmente um processo sera suficiente para recuperacao
dos biossurfactantes, concentracdo dos mesmos, bem como um alto grau de
pureza. A combinagado dos processos é que determinara o grau de pureza ideal do
produto. E certo que, em experimentos futuros, uma otimizagdo da combinagao
dos processos sera necessaria, e possibilitara uma recuperacdo quase que
completa, e concentracdo e purificacdo em diferentes graus, de acordo com a

exigéncia do mercado consumidor.
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CAPITULO 2

RECUPERACAO DE BIOSSURFACTANTES PRODUZIDOS POR Bacillus

subtilis, UTILIZANDO ULTRAFILTRACAO.

1. INTRODUCAO

Ultrafiltracdo molecular € uma forma de filtracdo onde moléculas séo
carregadas usando membranas onde 0S poros irdo prevenir a passagem de
solutos que possuam pesos moleculares na faixa de 10® Daltons, para maiores
que 10° Daltons. A porcdo rejeitada é o retido, e o fluido que passa através da
membrana é o permeado (RENNER & EL-SALAM, 1991). O fluxo aumenta
conforme o0 aumento do tamanho dos poros, assim o peso molecular limite é
selecionado como o maior possivel enquanto ainda resultar em retencdo de
soluto. Ultrafiltracdo em escala laboratorial € tipicamente conduzida utilizando
membranas de folha lisa, enquanto sistemas industriais utilizam pacotes de fibras
ocas, ou membranas de folha lisa configuradas em pilhas, que liberam o fluxo de
fluido para passar através das mesmas (MULLIGAN & GIBBS, 1990).
Relativamente, altas velocidades tangenciais de fluido sdo usadas em
configuragdes de fluxos, a fim de minimizar o empilhamento de moléculas de
soluto, proximas a superficie da membrana, que iriam, supostamente, restringir o

fluxo (LADISH, 1992).
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A ultrafiltracédo esta sujeita a polarizagdo de concentracdo, ou saturagao da
membrana, na qual o soluto rejeitado através da membrana causa um decréscimo
no fluxo. Um decréscimo na porosidade efetiva da membrana é também causado
por entupimento daqueles componentes adsorvidos na membrana (SABLANI et al,

2001; AGASHICHEV, 2006).

1.1. Biossurfactantes e Surfactina

Os surfactantes constituem uma classe importante de compostos quimicos
amplamente utilizados em diversos setores industriais. A producdo mundial de
surfactantes excede trés milhdes de toneladas por ano, sendo que a maior parte é
utilizada como matéria-prima para fabricacdo de detergentes de uso doméstico.
(NITSCHKE & PASTORE, 2002).

Biossurfactantes sdo moléculas de natureza anfipatica, que possuem em
sua estrutura, uma porcao hidrofébica (apolar) geralmente composta por
hidrocarbonetos e um sitio hidrofilico (polar) composto por grupamentos
carboxilicos ou aminoéacidos. (DESAI & BANAT, 1997). Sao agrupados em
glicolipideos, lipopeptideos, fosfolipideos, acidos graxos, lipideos neutros,
compostos poliméricos e particulados (BIERMANN et al, 1987).

Os biossurfactantes, compostos oriundos de microrganismos ou plantas,
compreendem substancias de interesse relevante, de natureza biodegradavel,
baixa toxicidade e devido as propriedades quimicas apresentam ampla
diversidade de emprego (DESAI & BANAT, 1997; PEYPOUX et al, 1999). Uma

das primeiras utilizacbes de biossurfactantes foi na area de biorremediagéo.
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Toma-se como exemplo, o emprego de ramnolipideos em biodegradacdo de
contaminantes como hidrocarbonetos de petréleo, hidrocarbonetos polinucleres
aromaticos, clorados, e metais pesados (MULLIGAN, 2005).

Recentes aplicacbes dos biossurfactantes remetem a sua atividade
biologica e imunoldogica (NITSHCKE et al, 2004). Um exemplo é o dos
glicolipideos, moléculas que contém carboidratos em combinagdo com acidos
alifaticos de cadeia longa e hidréxiacidos alifaticos. Estes compostos revelaram
capacidade de induzir a diferenciacdo celular em detrimento da proliferacao de
células leucémicas. Lipopeptideos podem agir como antibibticos, agentes
antivirais e antitumorais, imunomoduladores ou toxinas especificas e inibidores
enzimaticos. (CAMEOTRA & MAKKAR, 2004).

A industria de surfactantes tem crescido a taxas muito altas, e a quantidade
total de surfactantes produzidas em 2003, no mundo todo, tem sido estimada em
cerca de 12 milhGes de toneladas (MARTIN & BAKER, 2006).

Em 1968, Arima e colaboradores reportaram a presenca de um composto
biologicamente ativo no meio de cultura de Bacillus subtilis. Recebeu o0 nome de
surfactina por sua excepcional atividade surfactante, e sua estrutura foi elucidada
como sendo a de um lipopeptideo.

Apesar de outros lipopeptideos terem sido descobertos desde entdo, a
surfactina apresenta-se como o principal representante da familia, sendo o mais
estudado. Investigacbes de suas outras atividades bioquimicas e fisioldgicas
revelam que a surfactina possui atividade antibacteriana, antitumoral e € agente

hipocolesterolémico (PEYPOUX et al, 1999). Experimentos in vitro mostram a
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eficiéncia no tratamento antiviral e na utilidade posterior da surfactina em produtos
biotecnoldgicos e farmacéuticos (VOLLENBROICH et al, 1997).

O potencial da surfactina como biossurfactante mostra-se satisfatério. A
Concentracao Micelar Critica (CMC), ou eficiéncia de um surfactante, fica por volta
de 25 mg/L, e a tensdo superficial, ou energia necessaria para perturbar uma

superficie, chega a 25 mN/m. (NITSCHKE, 2004).

1.2. Aproveitamento de Residuos Agroindustriais

Geralmente, a maioria dos residuos gerados em industrias de alimentos é
dispensada e causam danos ao ambiente. Logo, a utilizagao de tais residuos faz-
se necessaria, jA que muitos deles mostraram-se adequados a utilizagdo em
bioprocessos. A reducado dos custos na producao de biossurfactantes abrange a
selecdo e adaptagcédo dos microrganismos envolvidos, o substrato de crescimento,
0 processamento do subproduto utilizado bem como o processo de producédo do
composto alvo, para melhorar a relagdo custo-beneficio ao final do mesmo
(COSTA, 2005). No caso da producéao biotecnolégica de surfactantes, a utilizacao
de residuos de alto conteudo de carboidratos e lipideos parece ser uma opcgao
adequada (MAKKAR & CAMEOTRA, 2002).

A mandioca é usada no Brasil diretamente na alimentagao, ou é utilizada
para a producao de farinha e fécula. Os residuos do processo industrial sdo
liquidos e soélidos que, sem tratamento, causam fortes impactos ambientais. Isto
se deve a alta quantidade de matéria organica e a presenga de compostos téxicos.

A manipueira consiste na agua de constituicio da mandioca, extraida na



prensagem da massa ralada, durante a producao de farinha. Ocorre, na producgéo,
a geracao de cerca de 300 L de manipueira por tonelada de raiz processada.
Segundo a FAO (Food and Agriculture Organization) aproximadamente 36 milhbes
de toneladas de mandioca sdo produzidas na América do Sul, sendo 26 milhdes
de toneladas no Brasil. O potencial poluidor da manipueira é extremamente alto.
(NITSCHKE, 2004).

Varias linhagens de Bacillus subtilis foram testadas segundo suas
habilidades em utilizar a manipueira para a producao de surfactina (NITSCHKE et
al., 2004). Comparativamente, para todas as linhagens, a manipueira foi o meio de
cultura que gerou as menores tensdes superficiais, com valores proximos de 26
mN/m, sendo considerada o meio mais adequado para o desenvolvimento das

linhagens testadas de producéo de biossurfactante.

1.3. Processo Fermentativo

Atualmente, a producdo de biossurfactante estende-se na éarea de
fermentacao em escala laboratorial e semi-piloto (COSTA, 2005; BARROS, 2007).
A cinética de producdo de biossurfactante apresenta mudancgas entre os mais
variados sistemas.

Existem fatores determinantes na producao dos biossurfactantes, tais como
a fonte de carbono, fonte de nitrogénio, e fatores ambientais. Fontes de carbono
soluveis em agua tais como glicerol, glicose, manitol e etanol sdo muito utilizados
para producdo de ramnolipideo. Demonstrou-se também que diferentes fontes de

carbono no meio influenciam a producédo de biossurfactante. Meios constituintes
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de outras fontes além da de carbono também afetam a producdo de
biossurfactantes. Entre os sais inorganicos testados, sais de aménio e uréia séo
as fontes preferidas de nitrogénio, por exemplo, para producao de biossurfactante
de Arthrobacter parafineus, enquanto que a estrutura da surfactina € influenciada
pela concentracdo de L-aminoacidos no meio para producdo de seus aminoacidos
Valina ou Leucina. (DESAI & BANAT, 1997).

Fatores ambientais e condicbes de crescimento como pH, temperatura,
agitacao, e disponibilidade de oxigénio, também afetam a producdo de
biossurfactante, através de seus efeitos no crescimento e atividade celular
(PEYPOUX et al, 1999). O pH do meio representa um importante papel na
producdo de soforolipideo, ramnolipideo e surfactina. Tratamentos com calor em
alguns biossurfactantes nao causaram mudangas apreciaveis em suas
propriedades, tais como abaixamento das tensdes superficial e interfacial, e a
eficiéncia na emulsificacdo, e todos se mostraram estaveis depois de
autoclavagem a 121°C (BARROS, 2007).

O processo de fermentacdo de manipueira para producao de surfactina de
Bacillus subtilis tem passado por varias etapas de padronizacdo e otimizacao
(BARROS, 2007). Cada vez mais estudos nutricionais e de produgédo sao feitos
com culturas fermentativas, geralmente em frascos do tipo erlenmeyer, mas
ocasionalmente em fermentadores de pequena e larga escala (NITSCHKE, 2004;
COSTA, 2005; BARROS, 2007).

Para controle de paradmetros como contagem de células viaveis, pH do
meio, producao de espuma e concentracdo de carboidratos, ja foi reproduzido o

processo fermentador de bancada (COSTA, 2005; BARROS, 2007).
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1.4. Extracao e Purificacao de Biossurfactantes

A surfactina é extraida do meio de cultura por classicos métodos. As
técnicas de recuperagéo de biossurfactantes mais comuns sdo: precipitagdo (com
sulfato de aménio, acetona, 4&cida), extracdo com solventes organicos e
cristalizacao, para processos em batelada; centrifugacédo, adsorcao separacao de
espuma e precipitacao, filtragdo com escoamento tangencial, diafiltracdo e
precipitacdo, e ultrafiltracdo, para processos continuos. Surfactina e similares
biossurfactantes produzidos por Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis,
respectivamente, sdo recuperados por precipitacdo acida, enquanto que aqueles
produzidos por Pseudomonas spp sao recuperados por precipitacdo com acetona.
(MULLIGAN & GIBBS, 1990). Impurezas sédo coextraidas, o que faz com que se
lance mao de extragao por procedimentos cromatograficos.

Entretanto, para purificar e concentrar este lipopeptideo, muitos autores
adotaram métodos de apenas um passo, incluindo extracdo em duas fases,
ultrafiltracao, e extracdo em fase sélida. A técnica de fracionamento da espuma é
também de grande interesse e oferece dupla vantagem por remover
continuamente in situ a surfactina do caldo fermentativo e prevenir uma possivel
inibicao por ‘feed-back’. (PEYPOUX et al, 1999).

A recuperacdo e purificacdo de biossurfactantes do complexo caldo
fermentativo tem se tornado uma barreira na comercializacao deste tipo de
produto (LIN & JIANG, 1997). O processo de separacdo por membranas é

também bem visto nos passos de ‘downstream’ que envolvem o processo de
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recuperacdo, concentracdo e purificacdo das biomoléculas (SEN &
SWAMINATHAN, 2005).

O processo de ‘downstream’ em muitos processos biotecnoldgicos é
responsavel por mais de 60% do custo de producao total. Por razbes econémicas,
a maioria dos biossurfactantes envolve custos atribuidos aos meios de cultura
celulares e outras preparacdes. Além disso, a atividade biossurfactante deve ser
afetada por outros materiais presentes nestas preparacoes. A recuperacao de um
biossurfactante depende principalmente da suas cargas ionicas, solubilidade em
agua, e localizagao (intra ou extracelular, ou entre camadas) (LADISCH, 2001).

Em recentes descobertas, a remocao continua de biossurfactantes durante
a fermentacao por diferentes técnicas aumentou a densidade celular no reator e
eliminou a inibicdo de produto, resultando num aumento do rendimento de
biossurfactante. Ainda, reducdes substanciais no custo de recuperacao do produto
e tratamento de efluentes foram constatadas. Uma das técnicas mais bem
sucedidas envolve a remocéao in situ da surfactina do caldo de fermentacdo por
fracionamento da espuma (DAVIS, 2001; BARROS, 2007). Nessa técnica, a
espuma é coletada e acidificada a pH 2,0 com HCI concentrado, e a surfactina
precipitada é extraida em diclorometano (PEYPOUX et al, 1999; SEN &
SWAMINATHAN, 2005).

Cada etapa da extracdo do biossurfactante produzido depende da sua
estrutura e propriedades onde muitos métodos efetivos para um tipo de
biossurfactante se mostram ineficientes para outros. No caso da surfactina,
biossurfactante produzido por linhagens de Bacillus subitilis, primeiro separa-se as

células do sobrenadante. Posteriormente, utiliza-se precipitacdo acida com HCI,
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seguida de extracdo com solventes, como metanol ou diclorometano, ou ainda
fracionamento de espuma seguida de ultrafiltracdo utilizando membranas de
diferentes pesos moleculares. (SANTOS, 2001).

A ultrafiltracdo atualmente é utilizada, em testes laboratoriais, para a
separacdo de biossurfactantes do meio de fermentacdo, como no caso dos
glicolipideos, utilizando a capacidade dos biossurfactantes em formar micelas ou
agregados acima da CMC, que podem ser retidos em membranas de exclusdo de
alto peso molecular. Para extracdo em larga escala ou para o isolamento continuo
de surfactantes do meio de fermentacdo também sdo relatadas as técnicas de
cromatografia de adsorcéo, troca ibnica, e para sua purificacao, HPLC e filtracao
em gel. (NITSCHKE, 2004).

Para LIN et al (1997), no caso da surfactina de Bacillus subtilis, devem ser
levados em conta alguns aspectos. A produgédo ocorre na forma de estruturas
supramoleculares, tais como micelas ou vesiculas. A ultrafiltracdo deve sofrer um
pré-tratamento, uma centrifugacao pos-fermentacao de 12000 G por 10 minutos.

O tratamento principal € feito numa célula de ultrafiltracdo, com membranas
de celulose. Neste caso, as duas membranas foram as de retencdo de moléculas
acima de 10 KDa e 30 KDa respectivamente, e uma variacdo de pressao de 6,9 x
10* Paa2,1 x 10° Pa.

A membrana permeia moléculas menores, e retém as surfactinas
organizadas em micelas. Assim, a filtracdo pode ser dividida em duas etapas:

filtracdo das micelas, onde o fator de retencdo (surfactina no

retido/surfactina total) foi de 98,8% para a membrana de 10 KDa e

97,9% para a membrana de 30 KDa.

49



filtragdo extra: as micelas de surfactina sdo dissociadas com metanol, e
filtradas com a intencdo de serem permeadas. As proteinas
soluveis, por serem maiores, ficam retidas.

Apo6s secagem a vacuo, o rendimento final foi de 95%. Foram realizadas

analises em HPLC na cultura pds-centrifugacao/pré-ultrafiltracao.

MULLIGAN & GIBBS (1990) também utilizou parédmetros semelhantes,
como por exemplo centrifugacdo 12000 G por 10 minutos. Porém, neste caso,
foram realizados testes com ultrafiltragdo em membranas de 10, 30, 50, 100 e 300
KDa, a uma pressao de 172 KPa. Sdo necessarias analises de tenséo superficial,
CMC e concentracdo de aminoacidos. A quantidade de surfactina (concentracao)
foi determinada por analise de aminoacidos. O calculo baseia-se concentragédo
lipoepeptidica, multiplicada pelo peso molecular.

O trabalho mostrou resultados satisfatérios, como por exemplo, 10 cm®
concentrados em 1 cm®, para cada caso, sendo que a retengdo maior ocorreu nas
trés membranas de menor peso molecular. Isso mostra que uma micela pode
conter de 50 a 100 moléculas de surfactina. Os permeados contém moléculas
nao-agregadas de surfactina. A CMC foi de 0,025 g/dm?®. A retencéo de impurezas
como aminodcidos (treonina, serina, glicina e alanina) diminui conforme aumenta o
peso molecular limite de permeabilidade das membranas. Outras impurezas
verificadas: glicose (10 g/dm®) e fosfato inorganico (4,2 g/dm® no meio de
crescimento. Quantidades insignificantes de glicose e 10% de fosfato foram
retidas por cada uma das membranas.

Para experimento em larga escala foram utilizados 7 dm?®, passando pela

membrana de 30 KDa. Retencao de 90% de surfactina e concentracdo obtida de
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51,8 g/dm®, e pureza de 52,6%, maior que aquela purificada quimicamente
(31,6%). A estrutura da surfactina foi confirmada por espectrometria de massas,
com o ion protonado molecular sendo detectado a M/Z = 1037, ou seja, 0 peso
molecular da surfactina esta por volta de 1037 Da.

Num fator de purificacao igual a 10, a viscosidade da surfactina nao varia
significativamente. Ja num fator igual a 160, a viscosidade torna-se significativa
(4,1 cP a 51,8 g/dm®), retardando a taxa de filtragao. Por isso, a concentracdo de
surfactina deve ser limitada a 20 g/dm?®. Os custos sdo reduzidos quando grandes
volumes de solvente ndo sdo usados. Em termos de tempo, a ultrafiltragdo leva
somente 2% do tempo que leva uma purificagdo quimica.

Para SEN & SWAMINATHAN (2005), no caso de moléculas de 10 A° a 500-
1000 A° de diametro, a ultrafiltragcdo mostra ser uma boa alternativa. Neste caso a
espuma foi agregada da fermentagcédo e misturada a 200 mL do caldo fermentativo,
e centrifugada para remocao de células por precipitacao.

Na ultrafiltracdo, o fluxo tem uma regido pressao-dependente, seguida de
uma regiao pressao-independente, com a operacdo se movendo do controle da
membrana para o controle do gel. A rejeicdo observada do soluto tipicamente
decresce com o gradiente de pressao, ao passo que a polarizacdo aumenta. A
membrana usada foi uma de 50 KDa. O efeito do pH na solucéo de surfactina no
fluxo de permeado foi avaliado.

Segundo os resultados, a pressao transmembrana realiza papel importante
na desempenho da membrana. O maximo fluxo de permeado obtido foi a um pH
de 8,5, numa concentracdo de 1 g/L, sendo este pH, portanto, o 6timo para

maxima retencao de surfactina.
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O fluxo maximo de permeado foi obtido na diluicdo 1:10. A regido pré-gel foi
restrita a concentracdes de surfactina abaixo de 0,5 g/L. A retencéo de surfactina
foi por volta de 98,5%, sendo todos os experimentos feitos a uma velocidade
moderada.

O grau de pureza da surfactina separada por membrana foi maior (70%)
que a surfactina quimicamente purificada (32,1%). Membranas de ultrafiltracdo
com peso molecular de duas ordens de magnitude maiores que o peso molecular
do biossurfactante podem ser eficientemente utilizadas para concentracdo e
purificacdo de micelas agregadas de mais de 50 moléculas de surfactina,

formadas abaixo da CMC.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Producao de espuma

A espuma que contém o biossurfactante foi produzida em fermentador
piloto marca Pilot New Brunswick 8000 MP 80 (New Brunswick Scientific, USA), de
capacidade 80 litros, localizado no CPQBA (Centro Pluridisciplinar de pesquisas
Quimicas, Biolégicas e Agricolas) da Universidade Estadual de Campinas. O
inoculo continha cepas de Bacillus subtilis Lb5a (Laboratério de Bioaromas -
Unicamp, Brasil). Algcadas foram transferidas para um erlenmeyer de 250 ml
contendo 150 ml de caldo nutriente, sendo entdo incubada a 30C por 12h em

banho com agitacdo de 150 rpm. Apds o periodo de incubacdo, a cultura foi
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homogeneizada, 5 ml foram transferidos para cada um dos 24 erlenmeyers de 250
ml contendo 100 ml de caldo nutriente e incubadas a 30C em banho com
agitacao de 150 rpm por 8 horas.

O in6culo foi padronizado através da verificacdo da densidade ética (A =
610nm) da mistura de 10 aliquotas de mesmo volume retiradas diferentes
erlenmeyers tomados aleatoriamente. A partir do resultado de absorbéancia, e
considerando uma curva padrao de concentracao celular x densidade ética, foram
tomados um numero de frascos com 100ml da cultura de forma que houvesse
quantidade de células suficiente para igual densidade celular em todas as
bateladas (2 x 10" UFC/ml). O substrato utilizado foi a manipueira, devidamente
tratada segundo as condicdes relatadas por Barros (2007), ou seja, fervura da
manipueira a temperatura de 100°C, e centrifugacdo da mesma em Centrifuga
continua. A manipueira, foi adicionada agua destilada na proporcdo de 9 partes
de manipueira para 1 parte de 4gua destilada, totalizando um volume de 40 litros
de substrato.

O fermentador trabalhou sob agitacao constante de 150 rpm e aeracao de
15 L/h. A fermentacao durou 60 horas, e, a medida que a aeracdo do sistema
produzia a espuma, a mesma era coletada por um sistema acoplado ao
fermentador de mangueira e frascos de erlenmeyer, também segundo
metodologia de Barros (2007). A espuma, apds ser coletada, entra em colapso, e
acaba gerando um liquido que contém uma alta concentragéo de biossurfactante,
bem como outros metabdlitos secundarios, gerados pelo metabolismo da bactéria

Bacillus subtilis, além de restos celulares do préprio microrganismo. A espuma
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contém uma alta concentracdo de biossurfactantes, em relacdo ao mosto
fermentativo, sendo misturada em um anico recipiente, possibilitando a analise

em um unico lote.

2.2. Pré-tratamento da espuma

A espuma produzida por fermentacdo foi previamente preparada para
passar pelo processo de ultrafiltracdo. Foi realizada centrifugacdo em
equipamento da marca Beckman (Modelo J 21, Beckman, USA), a uma
velocidade de 10000 rpm, por um periodo de 10 minutos. A centrifugacéao é
utilizada para eliminacao dos restos celulares presentes na espuma (MULLIGAN
& GIBBS, 1990). Apéds centrifugacédo a espuma é armazenada em temperatura de

congelamento, a fim de garantir que nao ocorra crescimento celular.

2.3. Processo de ultrafiltracao

O processo foi conduzido com um volume de 3 L de espuma, armazenada
em béquer comum. O equipamento utilizado € um médulo de ultrafiltracao
Pellicon 2 (Millipore, USA), com membranas empacotadas de 0,5 m? de &rea
filtrante, e peso molecular limite de membrana (MWCO ou Molecular Weight Cut-
Off) de 30 KDa. O modulo também vem acompanhado de uma bomba
peristaltica, com capacidade de vazao de até 10 L/min. Os seguintes parametros
foram controlados constantemente durante o processo: temperatura a 25 °C,

pressao de alimentacao a 25 psi, pressao de saida de retido a 15 psi.
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O mobdulo possui 3 mangueiras de borracha, correspondentes a
alimentacdo, saida de permeado e saida de retido, respectivamente. A
alimentacao foi, portanto, conectada ao béquer contendo a espuma, bem como a
saida de retido. O objetivo foi fazer o reciclo do sistema, a fim de se conseguir
uma maior concentracdo de biossurfactante na espuma ultrafiltrada. A saida de
permeado, foi conectada uma proveta graduada para determinacdo da vazéao de
permeado. A Figura 01 mostra o sistema de ultrafiltracéo.

O processo foi conduzido da seguinte maneira: inicialmente, o sistema foi
ligado comreciclo total, ou seja, toda a espuma circulava através das
membranas, e posteriormente, os parametros foram ajustados a fim de
condicionar o sistema a funcionar dentro do especificado. Assim, foi dada a
partida no processo, marcando o tempo, e acoplando a saida de permeado a
proveta graduada. O processo transcorria até o tempo de 25 minutos. Apds o

tempo determinado, o sistema foi desfeito.

Figura 01 — Imagem ilustrativa do sistema de ultrafiltracao.
No tempo zero, a amostra considerada inicial foi coletada. A cada minuto
par, eram coletadas amostras do retido resultante, e a cada minuto impar as

amostras coletadas eram as de permeado, em pequenos recipientes de plastico.
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As amostras coletadas durante o processo foram pesadas e, ao final do
processo, as amostras totais de permeado e de retido foram devidamente

pesadas e armazenadas em temperatura de congelamento.

2.4. Analises da solucao ultrafiltrada

As amostras de permeado e de retido, retiradas nos intervalos de tempo
especificados no item anterior, passaram por uma analise de tensao superficial,
seguindo o método da placa, em tensidmetro modelo K-12 (Kriss, Alemanha),
sendo que as amostras de retido ainda passaram por diluicdes de 10 e 100
vezes, a fim de se medir a tensao superficial nessas concentracoes. O objetivo foi
a determinacgdo, através desse método, da Concentragdo Micelar Diluida (CMD).

As amostras de retido passaram posteriormente por andlises de sélidos
totais pelo método da gravimetria. As amostras foram inseridas em cadinhos de
porcelana, devidamente secos e pesados em balanca analitica da marca Explorer
(Ohaus Corporation, USA). Posteriormente foram colocadas em estufa de
secagem modelo Orion® (Fanem, Brasil) a uma temperatura de 50 °C, até que o
peso das amostras secas fosse constante.

Precipitacdo acida e extracdo com solvente: Foi coletada amostra de 50
mL da espuma inicial, pés-centrifugada e pré-ultrafiltracdo, e 50 mL da porcéo
retida para purificacdo. Inicialmente, aproveitando as caracteristicas dos
biossurfactantes de precipitarem a pHs extremos, foi adicionado HCI 6M para
diminuir o valor de pH das amostras. Ocorreu a precipitacdo das amostras, que

posteriormente, foram levadas a centrifugacdo em equipamento modelo Allegra®
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64R (Beckman, USA), nas condicdes de velocidade de 10000 rpm num tempo de
20 minutos, a temperatura de 4 °C (BARROS, 2007). Apés a centrifugacao, as
amostras precipitadas foram coletadas com o auxilio de agua destilada, passando
por um descanso de 12 horas, em refrigeracdo a 5 °C.

Dando seguimento ao processo, as amostras tiveram seu valor de pH
neutralizado, ou seja, o pH ficou préximo de 7, com o auxilio de solugdo de NaOH
0,1 M. Assim, os biossurfactantes voltaram a solubilidade em agua e foram
dissolvidos na solucdo. Em seguida, as amostras foram levadas em estufa (50°C)
para secagem, e apos secas, foram extraidas com solvente contendo Cloroférmio
e Metanol, na propor¢do 65:15 respectivamente. Com a extracdo e posterior
filtragem em filtros de papel, as amostras semipurificadas foram pesadas em
balanca analitica, a fim de se determinar seu grau de semipurificagéo.

Construcao da curva de calibracdo: a curva de calibracdo foi construida
com base em curvas semelhantes de trabalhos anteriores (SEN &
SWAMINATHAN, 2005; BARROS, 2007). Como substancia padrao, foram
utilizados 5 mg de Surfactina 98 % de pureza (Sigma, USA), diluidos em 500 mL
de agua Milli-Q® (Millipore, USA), formando assim uma solucdo-mie de
concentracdo 10 mg/L. Partindo desta solucdo-mae, foram feitas amostras
diluidasde 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 e 1 mg/L de concentracdo. Apds armazenadas,
foram realizadas medidas de tensdao superficial em cada amostra, em
tensidmetro, pelo método da placa, cujos dados geraram uma curva de calibracao

de Tensao Superficial vs. Concentracao de Surfactina 98%.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Curva-padrao de Surfactina

A Figura 02 mostra a curva de calibracdo padrao de Surfactina da marca

Sigma®, com grau de pureza de 98%.
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Figura 02 — Curva de calibracdo padrdo da tensdo superficial em relacdo a
concentragéo de Surfactina 98%".

A curva de calibracdo foi obtida baseada nas determinacées de
concentracao micelar critica (CMC), geralmente aplicadas para biossurfactantes
(SEN & SWAMINATHAN, 2005). A faixa determinada foi escolhida devido a uma
caracteristica singular dessa regiao especifica da curva de CMC, a diminuicao
linear da tensdo superficial em funcdo da concentracdo da solucao de surfactina.
Os dados dessa curva foram utilizados para determinacdo indireta da

concentragao de surfactina das amostras de retido, obtidas na ultrafiltragéo.
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3.2. Caracterizacao do Processo

O processo de ultrafiltracao foi aplicado para concentracao e purificagcao de
biossurfactante fixando-se as variaveis importantes de processo, como Pressao
Transmembrana, Temperatura e Tempo de Processo. Os valores de Pressao
Transmembrana, a 15 psi, Temperatura a 25° C, e Tempo de Processo de 25
minutos foram baseados em experimentos anteriores (MULLIGAN & GIBBS, 1990;
LIN et al, 1997; SEN & SWAMINATHAN, 2005), bem como na capacidade do
equipamento e volume de espuma de fermentacao disponivel.

Um volume de 3 litros de espuma centrifugada foi concentrado, em média, a
11,5% de seu volume inicial, obtendo-se um fator de concentracao igual a 9,0. O
percentual é considerado muito bom, levando-se em conta que este volume ainda
estda aquém da capacidade limite do equipamento.

Nem todas as moléculas de surfactina estdo agregadas em micelas, e com
isso, devido ao peso molecular da molécula ser mais baixo que o peso molecular
limite de membrana (a surfactina pesa cerca de 1040 Daltons), as moléculas livres
acabam sendo permeadas, causando assim uma pequena perda durante o
processo. A Figura 03 mostra o comportamento da solucdo, durante o tempo de
processo, nas porcdées de permeado e de retido. Estdo relacionadas as
concentracdes de biossurfactante presentes em ambas porcoes, e verifica-se que
os valores de concentracdo da porcao de permeado sao muito menores que 0s de
retido, cabendo ainda ressaltar que a concentragdo na porcao retida é bem maior

gue a concentracao micelar critica do biossurfactante.
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Figura 03 —. Relacdo entre as concentragcdes de Permeado (em mg/L) e de Retido
(em g/L).

Em concentracdes micelares pouco maiores que 1 g/L na porcéao retida, a
concentracédo de biossurfactante no permeado comeca a aumentar, sugerindo que
agregados submicelares sdo formados na porcdo de permeado, sendo tais
complexos suficientemente menores para serem permeados pela membrana.

Esse comportamento evidencia-se na efetividade do processo, mostrada na
Figura 04. A relacdo entre o fluxo de permeado e a concentracdo de
biossurfactante na porcao retida mostra que, a medida que ocorre a concentracéo
de biossurfactante na porcao retida, o fluxo de permeado vai decrescendo.
Extrapolando-se a relagédo linear formada, onde o fluxo de permeado cessa e
chega a zero, ocorre 0 que pode ser chamado de “ponto de gel”, ou seja, a maior
concentracdo de biossurfactante que pode ser obtida ao final do processo
(CHRISTIAN & SCAMEHORN, 1989). Nesse caso, a maior concentragdao obtida

no experimento foi de 1,08 g/L.
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Figura 04 — Fluxo de permeado em fungéao da concentracao de retido.

As concentragdes de biossurfactante no retido e no permeado puderam ser
calculadas em funcdo das medidas de tensdo superficial, da analise indireta
através da curva-padrao, da analise de soélidos totais e da metodologia de
semipurificagdo por precipitacdo acida e extracdo por solvente organico. Os
resultados de tensao superficial para as porcdes de permeado e retido estdo na
Figura 05.

As amostras de retido ainda foram analisadas em funcdo de suas
concentracdes micelares diluidas (CMD), 10 vezes e 100 vezes. Pode-se observar
que existe uma grande diferenca entre os valores de tensdo superficial das
amostras de permeado e as amostras de retido, puras, e nas diferentes dilui¢cdes.

No caso das amostras de permeado, a faixa de tensdo superficial
observada indica que existe uma pequena concentracdo de biossurfactantes
presentes, pois os valores estdo bem acima dos valores de tensao superficial dos
biossurfactantes em suas concentragbes micelares criticas (CMC) que atingem

tensdes na faixa de 25 a 27,5 mN/m (SEN & SWAMINATHAN, 2005; COSTA,
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2005; BARROS, 2007). Abaixo da CMC, as moléculas de biossurfactante

encontram-se dispersas na solugdo, aumentando, portanto, os valores de tensao

superficial.
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Figura 05 — Analise das tensbes superficiais das amostras de permeado e de

retido.

Os valores de tensado superficial, encontrados nas amostras de retido,
mostram que a concentracdo de biossurfactantes presente é alta, e acima da
CMC, pois tanto os valores de tensdo das amostras de retido puras, como as
amostras de retido na CMD 10 vezes, apresentam valores de tensdao muito
préximos, com tendéncia a se igualarem, e estaveis a uma estreita faixa proxima

dos 27 mN/m durante todo o tempo de processo. Ja os valores de tensdo das
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amostras de retido na CMD 100 vezes comegam abaixo da CMC e a ultrapassam
com o passar do tempo. A reducao da tensao superficial com valores atingindo 29
mN/m no final do processo, mostra que o mesmo esta concentrando
biossurfactantes significativamente, pois os valores de CMD 100 vezes tendem a
se aproximar dos valores estaveis de amostras de retido puras e com CMD 10
vezes.

A Tabela 01 seguinte mostra os valores de concentracdo indireta de
surfactina, calculada a partir da curva de calibragcdo padrao da Figura 02, bem
como os valores de concentracdo de solidos totais e sua relagdo com a
concentracdo de surfactina presente, sendo possivel assim determinar
indiretamente o grau de pureza das amostras.

Para o célculo das amostras que apresentaram valores de tensao
superficial fora da curva de calibragdo, foram necessarias novas diluicdes para
analise de novas tensdes. No caso especifico da tabela abaixo, os cinco ultimos
valores estédo fora da curva. Portanto, a estes valores foi aplicada uma CMD de
150 vezes, sendo os valores de tensdo medidos posteriormente. Os resultados
foram valores de tensdo dentro da curva, podendo assim se fazer a conversao
para valores de concentracao de surfactina.

A andlise de soélidos totais revelou que com o passar do tempo as
moléculas vao se concentrando em um volume cada vez menor, ocorrendo
portanto a concentracdo de todas as moléculas acima do peso molecular limite da

membrana, e assim das micelas de biossurfactante.
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Tabela 01 — Valores de Tensao Superficial de amostras de retido na Concentracao

Micelar Diluida 100 vezes, Concentracao indireta de Surfactina pura (pureza 98%),

estimada pela curva de calibracao padrao, Concentragéao de sélidos totais e Relagao da

Concentracao de Surfactina com a Concentragdo de Sélidos Totais.

Relagao

Tempo | Tensao Superficial de retido | Concentracao Surfactina | Concentracédo de . =
(minutos) na CMD de 100 vezes (g/L) solidos totais (g/L) Su;;aggnsﬁog::igt;%ao
0,00 34,07 0,74 26,34 2,13
2,00 33,45 0,78 30,26 2,69
4,00 33,24 0,79 31,58 2,62
6,00 32,78 0,82 33,49 2,46
8,00 32,43 0,84 32,26 2,71
10,00 31,71 0,89 32,26 2,93
12,00 30,83 0,95 34,74 2,86
14,00 30,19 0,99 33,66 3,39
16,00 29,88 1,01 36,38 3,21
18,00 29,65 1,02 41,58 2,52
20,00 29,50 1,03 42,77 2,48
22,00 29,53 1,03 45,12 2,37
24,00 29,50 1,03 46,28 2,32
25,00 29,28 1,05 52,57 3,21

Com perdas pouco significativas,

na Figura 06 observa-se que a

concentracdo de Surfactina aumenta juntamente com a concentragdo de sélidos

totais durante o tempo de processo. Além disso, a taxa de concentracdo de

Surfactina é ligeiramente maior que a taxa de concentracdo de sélidos totais, o

que indica uma tendéncia deste processo a purificagdo dos biossurfactantes

presentes. Este fato foi comprovado também em trabalhos anteriores (LIN et al,

1997).
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Figura 06 — Variagao das concentracdes de Sélidos Totais e de Surfactina durante

0 processo.

Possiveis impurezas encontradas provém de produtos de metabolismo da
bactéria Bacillus subtilis como, por exemplo, peptideos, proteinas e cadeias
carbdnicas (PEYPOUX et al, 1999). Algumas, por serem de peso molecular menor
que o peso molecular limite de membrana sdo permeadas, porém muitas
moléculas ainda resistem e vao se aglomerando juntamente com as moléculas de
biossurfactante, causando um aumento significativo de viscosidade. Esse aumento
de viscosidade é um fator limitante do processo, pois a alta concentracdo de
biossurfactante e suas impurezas levam a formagdao de camada de gel na
superficie da membrana, causando o0 entupimento da membrana, e a
impraticabilidade do processo.

A rejeicao da membrana foi calculada a partir das concentragdes indiretas
de surfactina, presentes no permeado e no retido, ficando em torno de 0,995 em
todos os intervalos de tempo do processo, o que demonstra a eficiéncia do
processo em reter provavelmente, e praticamente, a maioria das moléculas de

surfactina, presentes na forma de micelas e acima de 30 kDa.
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Pode-se dizer que em todo o volume de retido obtido, consta a maior parte
das moléculas de biossurfactante, pois numa concentracdo inicial de espuma
semi-purificada igual a 1,85 g/L, o equilibrio micelar das moléculas de surfactina é
termodinamicamente favoravel, com alguns “mondémeros” permanecendo livres,
agregando portanto a maior parte das moléculas, pois as micelas formadas
possuem peso molecular entre 50 kDa e 100 kDa, ou seja, 50 a 100 moléculas de
surfactina (MULLIGAN & GIBBS, 1990). Assim, a eliminagdo das moléculas
inferiores ao peso molecular limite de membrana faz com que a concentracéao de
biossurfactantes e, portanto da molécula de surfactina, aumente com o decorrer

do tempo.

4. CONCLUSAO

O processo de ultrafiltracdo para concentracado de biossurfactante mostra-
se muito eficiente, porém existem limites de concentracao neste tipo de processo,
pois um aumento da concentracdo gera um aumento na viscosidade da solucéo
ultrafiltrada, dificultando o processo e podendo comprometer a membrana
utilizada, com problemas como entupimento dos poros.

A analise de tensao superficial € um parametro importante e relativamente
facil de ser obtido para a determinacao de biossurfactantes presentes no processo
de ultrafiltracdo. Cabe a observacdo que o0s biossurfactantes reduzem
drasticamente a tensao superficial em relacdo a tensao superficial da agua, porém
proteinas também reduzem a tensao superficial de liquidos em relacdo a agua,

podendo interferir na determinacéo indireta da concentracdo de surfactina pela
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curva padrdao, a concentragcdes mais baixas, mais especificamente abaixo da
CMC. Porém para altas concentragdes ou concentragdes acima da CMC, a tenséo
superficial € um 6timo parametro.

A metodologia de purificacdo por precipitacdo éacida e extracao com
solvente organico também é um parametro facil de ser obtido, e, portanto, muito
atil na determinagdo rapida da concentracdo de solugdes que contenham
biossurfactantes.

Os valores de concentracdo de sélidos totais e de surfactina mostram um
aumento, dando ao processo uma caracteristica otimista. A taxa de crescimento
da concentracdo de surfactina, apesar de ser ligeiramente maior que a taxa de
crescimento da concentracdo de solidos totais, praticamente acompanha esta,
indicando que o processo € eficiente em termos de concentracdo, porém nao é
eficiente em termos de purificacdo do biossurfactante desejado, sendo
necessarios outros processos para melhoramento dessa etapa. Tais processos
podem utilizar inclusive a ultrafiltracdo como sub-etapa, uma ou demais vezes, e,
neste caso, altos rendimentos em termos de concentracdo e purificacdo de

biossurfactantes podem ser obtidos.
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CAPITULO 3

DIAFILTRACAO UTILIZADA NA RECUPERAGCAO, CONCENTRACAO E

PURIFICAGAO DE BIOSSURFACTANTES DE Bacillus subtilis.

1. INTRODUCAO

Os processos de downstream para recuperacao de bioprodutos geralmente
sao responsaveis por aproximadamente 60% do custo total de producao
(MUKHERJEE et al, 2006). No campo dos biossurfactantes, esta afirmacéao
também ¢é vélida, uma vez que tais moléculas, por serem produtos de
metabolismo secundario de microrganismos, possuem uma grande dificuldade de
serem obtidos em suas formas mais puras possiveis.

Os biossurfactantes sdao moléculas de caracteristica anfifilica, ou seja,
possuem uma porcao hidrofilica (polar), e hidrofébica (apolar). Além disso, outros
fatores preponderantes quando da recuperacdo de tais produtos € a grande
capacidade de reduzir a tensdo superficial em meio liquido, bem como a
capacidade de formagéo de micelas ou vesiculas (DESAI & BANAT, 1997).

Todos o0s processos empregados na recuperacdo de biossurfactantes
procuram tirar vantagem das propriedades citadas acima. Muitos métodos de
recuperacao, concentracao e purificacdo de biossurfactantes foram reportados na

literatura, sempre lidando com o processo inicialmente em escala laboratorial,
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passando por processos em escala piloto, com o objetivo final de viabilizar a
producédo em escala industrial (MUKHERJEE et al, 2006).

Os biossurfactantes produzidos por cepas de Bacillus subtilis possuem as
mesmas propriedades dos demais biossurfactantes. Toma-se como exemplo o
biossurfactante de tal microrganimo mais encontrado e mais estudado nos ultimos
anos, a surfactina.

Descoberta na final da década de 60, a surfactina € uma molécula que
possui uma porcao hidrofilica, ou uma cabeca polar, formada pelos aminoacidos
leucina, valina, acido aspartico e glutamina, e uma porcao hidrofébica, ou uma
cauda apolar, formada por uma cadeia hidrocarbonada de 12 a 15 carbonos
(ARIMA et al, 1968). A molécula de surfactina também possui uma caracteristica
importante, que € o fato de possuir isémeros que variam tanto na distribuicao dos
aminoacidos na porcao polar, como no comprimento da cauda apolar (PEYPOUX
et al, 1999). O peso molecular da surfactina também foi determinado, por
espectrometria de massas, e seu valor é de 1037 Daltons (MULLIGAN & GIBBS,
1990).

Como os demais surfactantes, a surfactina possui a propriedade de reduzir
a tensao superficial em meios liquidos. No caso da agua, a tensao superficial, que
normalmente chega a valores de 72 mN/m, em presenca de surfactina, atinge
valores de até 25 mN/m, o que significa uma alta capacidade de formacéo de
emulsdes estaveis de 6leo em agua (ARIMA et al, 1968; NITSCHKE, 2004;
COSTA, 2005; BARROS, 2007). A capacidade da surfactina de formar micelas,
como para todos os biossurfactantes, depende da sua concentracdo no meio.

Uma micela de surfactina chega a conter de 50 a 100 moléculas. Um limite entre a
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formacao e a nao-formacdo de micelas pode ser expresso em termos de
Concentracdo Micelar Critica (CMC). A CMC da surfactina, determinada em
trabalhos anteriores, é de aproximadamente 13 mg/L (SEN & SWAMINATHAN,
2005).

A literatura reporta muitos processos de recuperacdo, concentracdo e
purificacdo de biossurfactantes de Bacillus subtilis. Entre os mais utilizados estao
0s processos de precipitacao acida e extragdo com solventes organicos (DESAI &
BANAT, 1997), ultrafiltracdo (MULLIGAN & GIBBS, 1990; LIN et al, 1997; LIN et
al, 1998 a; SEN & SWAMINATHAN, 2005), adosor¢cao em carvao ativado (DUBEY
et al, 2005) e cromatografias, por coluna aberta (NITSCHKE, 2004) e liquida de
alta eficiéncia (LIN et al, 1997; LIN et al, 1998 a). Todos 0s processos acima
sempre foram aplicados associados uns aos outros, como é o0 caso da
precipitacdo acida seguida de extragdo com solvente organico, e da ultrafiltracao
atuando em conjunto com a cromatografia liquida de alta eficiéncia (LIN et al,
1998 b).

Porém para tais processos o rendimento ainda é muito pequeno. O grau de
pureza da surfactina encontrada nos trabalhos também ainda nado atingiu
resultados satisfatérios. Em processo de precipitacdo acida seguida por extracéo
por solvente organico, o grau de pureza nao passa de 32% enquanto que em
processos de ultrafiltracdo, o grau de pureza chega a 50% (MULLIGAN & GIBBS,
1990). Nesses casos, sdo necessarios processos mais rigorosos de purificacao,
como cromatografia, o que encarece muito o custo final do produto.

Ultrafiltracdo e microfiltracdo sdo processos de separacdo por membranas

muito estudados ao longo dos anos. Ambos possuem a caracteristica de realizar
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filtracdo com escoamento tangencial a membrana (LADISCH, 2001). Em
biotecnologia, o processo de microfiltracdo dedica-se a esterilizacdo dos
bioprodutos oriundos do meio de fermentacdo, pois seus poros sao capazes de
reter particulas do tamanho de células e organismos unicelulares, como bactérias
(DARNON et al, 2003; CHARCOSSET, 2006).

A ultrafiltracdo dedica-se a retencao de biomoléculas de pesos moleculares
que variam de 100 a 100000 Daltons (ALBERTSON, 1977). Com o
desenvolvimento da tecnologia de producdo de membranas, atualmente as
mesmas tornaram-se extremamente seletivas, portanto, com a capacidade de
recuperar, concentrar, e de parcialmente purificar bioprodutos desejaveis
(CHARCOSSET, 2006; MUKHERJEE et al, 2006).

Diafiltracdo é a técnica que usa membranas de ultrafiltracdo para remover,
substituir ou diminuir a concentracdo de sais ou solventes, contendo proteinas,
peptideos, acidos nucléicos, e outras biomoléculas. O processo seleciona as
moléculas que possuem peso menor que o peso molecular limite da membrana e
tais moléculas passam pela membrana na sua totalidade (DILEO et al, 1988).

O objetivo da diafiltracéao € diluir a solugao contendo as biomoléculas para
aumentar a seletividade da membrana, melhorando, portanto, o grau de pureza ao
final do processo, e facilitar a remocao de sais (BEATON & KLINKOWSKI, 1983;
DILEO et al, 1988).

Outras técnicas de remocgao de sais e solugdes tampao, como dialise por
exemplo sao eficientes, porém possuem limitacées. O processo de didlise pode
levar dias, requer volumes grandes de agua para estabelecimento do equilibrio,

sem contar os riscos de perda de produto com a manipulacdo manual dos sacos
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de didlise e o risco de contaminacdo. Na diafiltracdo, o tempo é muito menor, a
retencdo de produtos de interesse, e consequentemente, a remocao dos sais
indesejaveis, torna-se maior, € o risco de perda do produto e de contaminagao é
menor, pois 0 processo ocorre num unico sistema (BEATON & KLINKOWSKI,
1983; LIPNIZKI et al, 2002; DALWADI et al, 2005).

Em diafiltragédo, os processos sao divididos, em principio, em dois métodos:
a diafiltracdo continua e a diafiltracdo discontinua. O resultado final em ambos € o
mesmo, porém o fator que determinard o método mais indicado é o volume a ser
utilizado no processo (MADSEN, 2001; LIPNIZKI et al, 2002).

Na diafiltracdo continua, também conhecida como diafiltracdao a volume
constante, o retido é lavado com uma solucéao de agua, ou solugcédo tampao, a uma
vazao de entrada igual a vazdo de saida de permeado da solucédo. Portanto, a
concentragdo de retido n&o varia, ocorrendo somente a retirada dos sais
permeaveis a cada ciclo do sistema. O ciclo do sistema é estabelecido como o
volume de permeado retirado do sistema equivalente ao volume inicial do sistema
(BEATON & KLINKOWSKI, 1983; MADSEN, 2001; LIPNIZKI et al, 2002). Outra
opcao considerada recentemente é a diafiltracdo com volume variavel, que
propde uma grande economia de agua durante o processo (FOLEY, 2006).

A diafiltracao discontinua por sua vez ja varia a concentragao de retido, de
duas diferentes maneiras: por diluicdo sequencial, ou por redugédo de volume. Na
diluicdo sequencial, a solugdo com volume especificado é alimentada com agua
ou solugdo tampao até predeterminado volume, e depois deste procedimento,
concentrado por ultrafiltracao até o volume original (LIN et al, 1989; DUARTE et al,

2001; HOUTCHENS et al, 2006). Na redugcdo de volume, o contrario ocorre,
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primeiramente a solucdo é concentrada por ultrafiltracao até determinado volume,
e depois adiciona-se agua ou solucao tampao até que se estabeleca novamente o
volume inicial (NG et al, 1976; BEATON & KLINKOWSKI, 1983).

A cada ciclo de diafiltracdo discontinua, a solugédo fica cada vez mais
concentrada e purificada ao mesmo tempo, com a saida dos sais permeados.

Fatores devem ser levados em conta no momento de escolher qual o
melhor método a ser utilizado em diafiltracdo. Estes fatores sdo: volume inicial de
amostra, concentracdo e viscosidade, concentracdo final requerida para a
solucdo, estabilidade da amostra a varias concentragdes, volume de tampao
requerido para dialfiltracdo, tempo de processamento, tamanho de reservatério
disponivel, além de fatores econémicos (BEATON & KLINKOWSKI, 1983).

Em biotecnologia, o uso de diafiltracdo em processos de concentracédo e
purificacdo de moléculas produzidas por microrganismos tem ganhado muitos
estudos nos ultimos anos. O processo é importante no sentido de poder separar
bioprodutos de interesse, de biomoléculas que geralmente sdo extraidas em
conjunto em outros processos de separacdao (VAN REIS et al, 1999; STONER et
al, 2004; DALWADI, 2005).

Entre os estudos mais desenvolvidos nessa area estao: o isolamento de [3-
lactoglobulina de caseina (CAESSENS et al, 1997; TOLKACH & KULOZIK, 2005;
CHATTERTON et al, 2006), a separagdo e purificacdo de benzilpenicilina
produzida por fermentacao (LI et al, 2004), bem como na extracdo de antibidticos
em geral (TESSIER et al, 2005), e ainda a concentracdo e purificacdo de

biossurfactantes também produzidos por fermentacao (BRYANT, 1990).
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Para Bryant (1990), o processo € um tanto vantajoso, de maneira que
remove as proteinas co-isoladas, ou seja, elimina compostos anteriormente
presentes mesmo apds processos de precipitacdo com sais, ou extracdo com
solventes organicos. Além disso, os glicolipideos isolados pela metodologia

descrita pelo trabalho ndo perderam sua capacidade biossurfactante.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Producao de espuma

A espuma que contém o biossurfactante foi produzida em fermentador
piloto marca Pilot New Brunswick 8000 MP 80 (New Brunswick Scientific, USA), de
capacidade 80 litros, localizado no CPQBA (Centro Pluridisciplinar de pesquisas
Quimicas, Biolégicas e Agricolas) da Universidade Estadual de Campinas. O
inéculo continha cepas de Bacillus subtilis Lb5a (Laboratério de Bioaromas -
Unicamp, Brasil). Algcadas foram transferidas para um erlenmeyer de 250 ml
contendo 150 ml de caldo nutriente, sendo entdo incubada a 30C por 12h em
banho com agitagcdo de 150 rpm. Apds o periodo de incubacdo, a cultura foi
homogeneizada, 5 ml foram transferidos para cada um dos 24 erlenmeyers de 250
ml contendo 100 ml de caldo nutriente e incubadas a 30C em banho com
agitacao de 150 rpm por 8 horas.

O in6culo foi padronizado através da verificacdo da densidade ética (A =

610nm) da mistura de 10 aliquotas de mesmo volume retiradas diferentes
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erlenmeyers tomados aleatoriamente. A partir do resultado de absorbéancia, e
considerando uma curva padrao de concentracao celular x densidade ética, foram
tomados um numero de frascos com 100ml da cultura de forma que houvesse
quantidade de células suficiente para igual densidade celular em todas as
bateladas (2 x 107 UFC/ml). O substrato utilizado foi a manipueira, devidamente
tratada segundo as condicGes relatadas por Barros (2007), ou seja, fervura da
manipueira a temperatura de 100°C, e centrifugacdo da mesma em centrifuga
continua. A manipueira, foi adicionada 4gua destilada na proporcéo de 9 partes
de manipueira para 1 parte de dgua destilada, totalizando um volume de 40 litros
de substrato.

O fermentador trabalhou sob agitacdo constante de 150 rpm e aeracao de
15 L/h. A fermentacdo durou 60 horas, e, a medida que a aeracdo do sistema
produzia a espuma, a mesma era coletada por um sistema acoplado ao
fermentador de mangueira e frascos de erlenmeyer, também segundo
metodologia de Barros (2007). A espuma, apoés ser coletada, entra em colapso, e
acaba gerando um liquido que contém uma alta concentracdo de biossurfactante,
bem como outros metabdlitos secundarios, gerados pelo metabolismo da bactéria
Bacillus subtilis, além de restos celulares do préprio microrganismo. A espuma
contém uma alta concentracdo de biossurfactantes, em relacdo ao mosto
fermentativo, sendo misturada em um unico recipiente, possibilitando a analise da

mesma em um Unico lote.
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2.2. Pré-tratamento da espuma

A espuma produzida por fermentacdo foi previamente preparada para
passar pelo processo de ultrafiltracdo. Foi realizada centrifugacdo em
equipamento da marca Beckman (Modelo J 21, Beckman, USA), a uma
velocidade de 10000 rpm, por um periodo de 10 minutos. A centrifugacédo é
utilizada para eliminacao dos restos celulares presentes na espuma (MULLIGAN
& GIBBS, 1990). Apéds centrifugacédo a espuma é armazenada em temperatura de

congelamento, a fim de garantir que ndo ocorra crescimento celular.

2.3. Processo de diafiltracao

O processo foi conduzido com um volume total de 2L de espuma,
armazenada em béquer comum. O equipamento utilizado ¢ um moddulo de
ultrafiltragdo Pellicon 2 (Millipore, USA), com membranas empacotadas de 0,5 m?
de area filtrante, e peso molecular limite de membrana (MWCO ou Molecular
Weight Cut-Off) de 30 KDa. O mddulo também vem acompanhado de uma
bomba peristaltica, com capacidade de vazao de até 10 L/min. Os seguintes
parametros foram controlados constantemente durante o processo: temperatura a
25 °C, pressao de alimentacao a 25 psi, pressao de saida de retido a 15 psi (0
que gerou uma pressao transmembrana de 20 psi).

O mobdulo possui 3 mangueiras de borracha, correspondentes a
alimentacdo, saida de permeado e saida de retido, respectivamente. A

alimentacao foi, portanto, conectada ao béquer contendo a espuma, bem como a
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saida de retido. A saida de permeado foi conectada a uma proveta graduada a
fim de medir a vazao de permeado, bem como o volume de permeado retirado do
sistema.

Seguindo a metodologia de diafiltracdo por diluicdo sequencial, aos 2L de
espuma foram adicionados 2L de agua destilada, totalizando um volume de 4L de
espuma com 50% de sua concentracao inicial. Inicialmente, o sistema foi ligado
com reciclo total, ou seja, toda a espuma circulava através das membranas,
e posteriormente, os parametros foram ajustados a fim de condicionar o sistema
a funcionar dentro do especificado. O sistema funcionou baseado no intervalo
especificado pelo numero de ciclos.

Dando inicio ao processo, a saida de permeado foi conectada a proveta, e
o crondmetro foi acionado a fim de se controlar o intervalo de tempo de cada
ciclo, bem como a vazao de saida de permeado. Um ciclo corresponde a retirada
de 2L de permeado do sistema, e assim que isso ocorre, 2L de agua destilada
sao devolvidos ao sistema. A cada mudanca de ciclo, uma amostra de 10mL
retido era retirada para analises posteriores. O processo teve um total de 10
ciclos, utilizando, portanto, 20 L de agua destilada no total. Ao final, 2L de

permeado foram retirados e o sistema foi desfeito.

2.4. Analises das solucoes apos o processo de diafiltracao

As amostras de permeado e de retido, retiradas nos intervalos de tempo
especificados no item anterior, passaram por uma analise de tensado superficial,

seguindo o método da placa, em tensidmetro modelo K-12 (Krlss, Alemanha),
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sendo que as amostras de retido ainda passaram por diluicdes de 10 e 100 vezes,
a fim de se medir a tensdo superficial nessas concentracdes. O objetivo foi a
determinacao, através desse método, da Concentragdo Micelar Diluida (CMD).

As amostras de permeado ainda sofreram analise de cinzas. Num volume
de 10 mL coletado, as amostras foram levadas a secagem em estufa, e
posteriormente ao aquecimento ao rubro em mufla, ou seja, até que fosse atingida
a temperatura de 550 °C, assim permanecendo durante 14 horas.

As amostras de retido passaram posteriormente por andlises de solidos
totais pelo método da gravimetria. As amostras, de volume estabelecido de
5 mL, foram inseridas em cadinhos de porcelana, devidamente secos e pesados
em balanca analitca da marca Explorer (Ohaus  Corporation,
USA). Posteriormente foram colocadas em estufa de secagem modelo Orion®
(Fanem, Brasil) a uma temperatura de 50 °C, até que o peso das amostras secas
fosse constante.

Dando seguimento ao processo, as amostras foram retiradas da estufa e
foram armezanadas em dessecador até que a temperatura das mesmas fosse
igual a temperatura ambiente. Assim, as amostras foram extraidas com solvente
contendo Cloroférmio e Metanol, na propor¢édo 65:15 (v/v) respectivamente. Com
a extracao e posterior filtragem em filtros de papel, as amostras semipurificadas
foram pesadas em balanca analitica, a fim de se determinar seu grau de

semipurificagao.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O experimento mostra que o processo apresentou alta eficiéncia na
remocao de impurezas permeadas pela membrana, e, portanto, das moléculas
abaixo do peso molecular limite da membrana, de 30 kDa. Os resultados foram
gerados em funcédo dos parametros fixados no capitulo anterior, com excecao do
tempo de processo, que aqui foi substituido por nimero de ciclos de adicdo de
solvente, neste caso, a agua destilada. Num total de 10 ciclos, a vazdo de
permeado manteve-se estavel, como indicado na Figura 07.

Isso mostra que a saida de moléculas permeadas pelo sistema foi
constante ao longo de todo o processo, mostrando a capacidade do equipamento
de concentrar e purificar um sistema com uma alta versatilidade e eficiéncia.

As determinagdes seguintes referem-se as anadlises de tensédo superficial
das amostras de permeado e de retido, anédlise de soélidos totais, purificacdo do
biossurfactante por extracdo com solvente organico e calculo da concentracédo
indireta de surfactina em relacdo a Surfactina da marca Sigma®, com 98% de
pureza, baseada na curva de calibragao padrao da Figura 02, do capitulo anterior.

Todas essas determinacdes foram feitas no intuito de determinar o grau
final de pureza da solugdo de biossurfactante depois de 10 ciclos de diafiltracao
por diluicdo seqlencial. Os resultados para tensao superficial nas amostras de
permeado e nas amostras de retido (puras e em Concentracao Micelar Diluida 10

vezes e 100 vezes), sdo mostrados na Figura 08.
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Figura 07 — Variagao das concentragdes de Solidos Totais e de Surfactina durante

O processo.

As andlises de tensao superficial das amostras de permeado e de retido
mostram que o processo transcorreu como o esperado. A tensao superficial das
amostras de permeado segue uma tendéncia de queda, e esse fato deve-se

provavelmente a perda de biossurfactante durante o processo.
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Figura 08 — Analises de Tensao Superficial nas amostras de permeado e de retido

em funcao do numero de ciclos do processo de diafiltracao.
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Os biossurfactantes encontram-se, nesse caso, na forma nao micelar, ou
seja, as moléculas se locomovem livremente e individualmente dentro da solugéo,
e assim, por possuirem peso molecular menor que o limite estabelecido pela
membrana, sao permeadas pela mesma, sendo perdidas durante o processo.
Porém a perda néo é significativa até o sétimo ciclo, quando o comportamento da
tensao superficial das amostras de retido comeca a se modificar.

Na Figura 08 estdo as analises de tensado superficial das amostras de
retido, puras, e em CMD de 10 vezes e 100 vezes. Como as amostras de retido de
concentragdes pura e CMD de 10 vezes ainda estdo acima da CMC, os valores de
tensdo superficial dessas amostras sdo ainda muito estaveis, dificultando uma
analise mais detalhada. No entanto, as amostras de retido, na CMD de 100 vezes
o valor inicial, encontram-se abaixo da CMC, e indicam que, a partir do sétimo
ciclo, a tensao superficial, que até entdo era regularmente estavel, sofre um
aumento, indicando, portanto, que pode haver perda de biossurfactante da porcéao
de retido para a por¢ao de permeado.

O indicio de perda de biossurfactante pode ser comprovado através de
analises de soélidos totais e de biossurfactante semi purificado por extracdo por
solvente orgéanico. A Tabela 02 mostra os resultados das concentragbes de solidos
totais, de biossurfactante semi purificado e ainda da concentracdo indireta de
surfactina, em relacdo a surfactina de 98% de pureza de acordo com a curva
padrao da Figura 02, do capitulo anterior. Os dados mostram que os valores de
biossurfactante purificado por extracdo por solvente organico, e os valores de

Surfactina, obidos através da curva de calibracdo padrdo, seguem a mesma
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tendéncia, ou seja, possuem comportamentos semelhantes, demonstrando a
confiabilidade dos dados.
Tabela 02 — Valores das Concentracoes de Soélidos Totais, Biossurfactante semi-
purificado, Surfactina 98%", e Relacdes do Biossurfactante semi-purificado e Surfactina

98%" com a concentragao de solidos totais.

Nﬁ(rjr;ero Concentracao de CB?:::::;:E;‘:\?: Cg:r‘;gg:;:g%%;e Biossu?f(;l:t%;‘:e Semi gg,z%%‘:g:g#%‘gz
Ciclos Solidos Totais (g/L)| Semi purificado (/L) purificad_o/Soélidos (%)
(g/L) Totais (%)

0 16,24 1,41 0,63 8,66 3,89
1 7,25 1,30 0,58 17,92 7,94
2 5,09 1,27 0,64 24,90 12,51
3 2,89 0,99 0,59 34,10 20,40
4 1,99 0,92 0,58 46,15 29,35
5 1,75 0,89 0,57 50,57 32,64
6 1,55 0,94 0,60 60,78 39,08
7 1,39 0,91 0,60 65,55 42,71
8 1,49 0,79 0,50 52,91 33,91
9 1,25 0,69 0,51 55,61 40,86
10 1,24 0,63 0,52 51,08 42,11

A Figura 09 mostra a intima relacao que existe entre as concentracoes de
sblidos totais e a de biossurfactante semi purificado e ainda os resultados de
purificacdo do biossurfactante presente em solugdo baseados nos dados da
Tabela 02, além da concentracao de cinzas presentes nas amostras de permeado.

O grafico mostra que, a medida que se acrescenta um novo volume de
solvente no processo, ou seja, a partir do inicio de um novo ciclo, a concentragao
de sélidos totais decresce, rapidamente no inicio, e posteriormente, numa taxa
menor ao final do processo, enquanto que a concentracdo de biossurfactante,

apesar de apresentar redugdo, decresce a uma taxa relativamente baixa,
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mostrando que ha perda de produto durante o processo, principalmente a partir do
sétimo ciclo.

Como a propria teoria da diafiltracéo prega, a medida que se acrescenta um
novo volume de solvente ou solugcao tampdao, este tem a funcdo de interagir e
retirar os sais da solucao alvo do processo. Os sais sdo responsaveis nao sé pela
quantidade presente, como também por interagcdes paralelas, com peptideos
menores e cadeias carbbnicas livres, que sao constituintes das impurezas
presentes na solucdo. O fato de ndo haver interacao entre as impurezas e 0s sais,
e sua retirada do sistema, quase que total a partir do sétimo ciclo, faz com que as
moléculas de biossurfactantes, na forma de micelas, iniciem um processo de
desequilibrio termodindmico em termos de constituicdo de micelas. Esse
desequilibrio faz com que as micelas de biossurfactante comecem a se desfazer,
causando, portanto, a perda de biossurfactante no processo.

A Figura 10 ilustra a perda de tais sais para a por¢ao de permeado, € como
provavelmente moléculas que dao cor as amostras sdo de peso molecular menor
gue o peso limite da membrana, portanto sendo permeado durante cada ciclo.

As interacdes entre os sais e as moléculas ndo chegam a interferir tanto no inicio
do processo, visto que a queda na concentracdo de biossurfactante ndo passa da
casa dos 30 % até o sétimo ciclo. Porém, depois que praticamente a totalidade
dos sais foi retirada do sistema a partir do mesmo ciclo, a perda chega, ao final do

décimo ciclo, a um valor 50 % do valor inicial.
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Figura 10 — Imagem das amostras de retido em cada ciclo do processo de

diafiltracéo.
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A Figura 11 mostra os rendimentos obtidos em termos de graus de pureza,
para os valores de biossurfactante semi-purificado por extracdo com solvente
organico, e a concentragdo de surfactina baseada na curva de calibragdo. Os
valores sao referentes ao célculo de pureza das concentracdes da Tabela 02.

As interacbes entre os sais e as moléculas nao chegam a interferir tanto no
inicio do processo, visto que a queda na concentracdo de biossurfactante nao
passa da casa dos 30 % até o sétimo ciclo. Porém, depois que praticamente a
totalidade dos sais foi retirada do sistema a partir do mesmo ciclo, a perda chega,

ao final do décimo ciclo, a um valor 50 % do valor inicial.
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Figura 11 — Grau de Pureza das Amostras durante o processo de Diafiltracdo, a)em

relacéo ao Biossurfactante Semipurificado e b)em relacdo & Surfactina 98%".
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4. CONCLUSAO

O processo de diafiltracdo é uma alternativa economicamente viavel e
simples de se purificar solucbes de biossurfactante oriundas de processos
fermentativos. Os resultados apresentados apontam o processo como uma
solucdo para melhorar as condicbes de pureza de um produto, facilitando até
etapas posteriores de concentragéo e purificacao de alto valor.

No caso da etapa de concentracdo, a diafiltracdo pode ser empregada
como uma etapa de pré-purificacdo, antes mesmo de concentrar o produto
desejado. Assim, o processo de concentracao por ultrafiltracdo pode se tornar
muito mais eficiente, concentrando biossurfactantes ja num elevado grau de
pureza. O processo pode ser otimizado, na medida em que, a partir do sétimo
ciclo, nao ha mais rendimento suficiente, o que indica que o processo pode ser
encerrado a partir deste ciclo.

Como o grau de pureza atingido é relativamente alto, pode-se até,
dependendo das exigéncias de mercado, considerar o produto de diafiltracao
como final, havendo somente a necessidade, no caso, de uma etapa posterior de
secagem e embalagem do produto.

Esse alto grau de pureza atingido também ajuda em processos posteriores
de purificacao na medida que nao prejudica os equipamentos cromatograficos, por
exemplo, por possuir um baixo numero de impurezas. Assim, o rendimento final do
processo torna-se muito melhor. Outro ponto em destaque € a utilizacdo de agua
como solucdo purificadora do processo de diafiltracdo, recurso abundante e de

custo muito baixo. Vale ressaltar ainda a necessidade de otimizacdo de tal

91



processo para sua utilizacdo em escala industrial no futuro, com a preocupacao

principalmente da economia e reutilizagdo de agua.
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CONSIDERAGCOES FINAIS

O processo de recuperacao de biossurfactantes por ultrafiltracao leva a
producdo dessa substancia a novos patamares em termos de mercado. Um
processo fermentativo com parédmetros otimizados ja constituia uma das pecas
fundamentais. Porém, de igual ou maior importdncia, € o processo de
recuperacao, concentracao e purificacao de biossurfactantes.

O processo de ultrafiltracdo mostra-se muito versatil, pratico e
economicamente viavel frente a outros processos. Alguns aspectos a serem
analisados, por exemplo, sdo: a compactacdo do equipamento; a demanda baixa
de energia, visto que hd somente a necessidade de utilizacdo de bombas para
acionar o sistema, ou seja, a pressao pode ser controlada por valvulas do préprio
equipamento e a temperatura controlada por trocas térmicas; a nao utilizagdo de
solventes quimicos de alto custo, 0 que gera dois resultados de grande
importancia, no aspecto econémico, pois evita altos gastos com tais materiais, e
no ponto de vista ambiental, pois evita a geragao de residuos quimicos prejudiciais
a natureza como um todo.

A versatilidade citada no paragrafo anterior refere-se ao fato do mesmo
equipamento ser utilizado em dois processos distintos, e de varias maneiras
podendo ser reutilizado varias vezes, mostrando confiabilidade e durabilidade.
Num primeiro momento, pelo método da diafiltracdo pode-se conseguir elevados
graus de pureza dos biossurfactantes, e posteriormente, com 0 mesmo
equipamento consegue-se a concentracao dos biossurfactantes por ultrafiltracéo.

E atualmente com o alto numero de membranas disponiveis em mercado, altos
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niveis de concentracao e purificacdo sao alcangados, porém ainda com alguns
fatores limitantes da prépria natureza do processo, e principalmente, dos
biossurfactantes presentes.

A preocupacao com o0s problemas ambientais ganha sempre grande
destaque quando se inicia um projeto de grande magnitude, e até o momento,
sempre foram apresentadas solucbes ou medidas preventivas que evitem
qualquer dano ao meio ambiente como um todo, pois apesar de apresentar
residuos, estes sdo de origem biolégica e se degradam facilmente no ambiente,
sem qualquer prejuizo.

O mercado de biossurfactantes promete alto crescimento no decorrer dos
proximos anos. A tecnologia vem ganhando cada vez mais destaque, além da
busca de novas solugcées em termos de processo, como € o caso deste trabalho.
Ainda no campo de pesquisa, outro destaqgue €é a investigacdo dos
biossurfactantes no que diz respeito as suas propriedades funcionais. Para cada
propriedade funcional elucidada, e para cada exigéncia de mercado, graus de
pureza serao exigidos como qualidade do produto, fato que credencia os métodos
descritos neste trabalho como excelente alternativa na determinagdo do grau de
pureza desejado. Novas descobertas relacionadas a funcionalidade dos
biossurfactantes levam a novos nichos de mercado, vislumbrando um campo

muito extenso dentro do cenario econémico.
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