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O sucesso nasce do querer, da determinacdo e persisténcia em
se chegar a um objetivo. Mesmo nao atingindo o alvo, quem

busca e vence os obstaculos, no minimo fara coisas admiraveis.

José de Alencar
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Resumo da Dissertacdo apresentada ao Programa de P6s — graduacdo em Engenharia de
Processos da Universidade Tiradentes como parte dos requisitos necessdrios para obtencdo do
grau de Mestre em Engenharia de Processos.

O presente trabalho teve como objetivo principal estudar por meio do método de
adsor¢do gas-liquido em coluna de bolhas e espuma a concentracdo de solucdes de surfactina
produzida por fermentacio em um agitador orbital utilizando Bacillus sp ITP 001. O
mecanismo para o fracionamento de surfactina envolveu a injecdo de géds nitrogénio (20, 40
ou 60 mL/min) na base da coluna de liquido contendo o material tensoativo em uma solugao
em pH 7,0, com concentra¢des iniciais de surfactina em 266,6, 425 ou 569,7 mg/L e
temperatura de operacdo da coluna em 15, 25 ou 35°C . Apds o contato do gés com a solugdo
liquida, as moléculas tensoativas sdo adsorvidas na interface gis-liquido, formando assim uma
coluna de espuma concentrada em biossurfactante, sendo posteriormente recuperado pela
quebra da espuma através de um rompimento mecanico. O planejamento estatistico foi
composto por um fatorial 23 com 3 pontos centrais, totalizando 11 ensaios experimentais,
verificando-se que para o enriquecimento médio as varidveis: vazdo, concentracdo,
temperatura e suas interagdes, foram significativas a um nivel de confianga de 99%, ao passo
que para recuperagdo da surfactina somente a vazao foi significativa a um nivel de confianca
de 99%. Obtiveram-se valores médios de enriquecimento e recuperagdo de surfactina
oriundos do produto do topo (espuma). Os valores de enriquecimento médio da surfactina
variaram entre 3,64 a 47,14 vezes, ao passo que para recuperagdo média da surfactina
variaram de 83,10 a 98,69%. O maior valor de enriquecimento médio de surfactina (47,14
vezes) e recuperacdo média (98,69%) foram obtidos na menor concentragdo inicial de
surfactina no caso 266,6 mg/L, maior temperatura de 35°C e menor vazio do gés nitrogénio
de 20 mL/min para o presente estudo. Indicando que os resultados obtidos pelo método de
fracionamento de surfactina em coluna de bolhas e espuma demonstra eficicia na

concentracdo e recuperagao da surfactina.

Palavras-chave: Bacillus sp ITP 001, surfactina, coluna de bolhas e espuma, recuperagao,

enriquecimento.
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Abstract of Dissertation presented to the Process Engineering Graduate Program of
Universidade Tiradentes as a partial fulfillment of the requirements for the degree of
Master of Science (M.Sc.)

The present work has a main goal analyze through gas-liquid adsorption method
applied in a column of bubbles and foam the concentration of surfactin produced by
fermentation in orbital Shacker using Bacillus sp ITP 001. The surfactin fractioning
mechanism involved nitrogen gas injection (20, 40 or 60 mL/min) the base of the liquid
column containing tensoactive material in a pH 7,0 solution, with surfactin initial
concentrations of 266.6, 425 or 569.7 mg/L and column temperature operation at 15, 25 or 35
°C. After contact of the gas with the liquid solution, tensoactive molecules are adsorbed in the
liquid-gas interface, forming a column of concentrated foam in biosurfactant, being recovered
afterwards by the breakage of the foam through mechanical breakage. From the statistical
planning containing a 2* factorial plan with 3 central points, totalizing 11 experimental assays,
it was proven that for further enrichment, the variables: flux, concentration, temperature and
their interaction were significant with a confidence level of 99%, as for the recovery of
surfactin only flux was significant at a confident level of 99%. Medium values of surfactin
enrichment obtained varied from 83.1 to 98.69%. the highest surfactin enrichment values
(47,14 folds) and recovery (98.69%) (were obtained in the smallest initial concentration of
surfactin in the case of 266.6 mg/, highest temperature of 35 °C and lower nitrogen flux of 20
mL/min for the present study. Indicating therefore, through the best results, that the

fractionation shows efficiency in the concentration and recovery of surfactin.

Keywords: Bacillus sp ITP 001, surfactin, column of bubbles and foam, recovery, enrichment.
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Capitulo 1

1. INTRODUCAO

Os biossurfactantes de origem microbiana sdao compostos sintetizados por uma
grande variedade de organismos vivos (bactérias, fungos e leveduras), tornando uma efetiva
alternativa para producdo de biossurfactantes e posterior aplicagdo, pois, oferecem diversas
vantagens em relacdo aos surfactantes quimicos sintetizados do petréleo, como: baixa
toxidade, maior biodegradabilidade e estabilidade em variacdes extremas de pH (3 — 10),
temperatura (30 - 120°C) e salinidade (0,5 — 15% de NaCl), implicando em uma ampla gama
de aplicag¢des em diversos setores industriais.

No entanto, quando os biossurfactantes sdo obtidos por meio de fermentagdo, os
mesmos podem estar muito diluidos ou dissolvidos em pequena concentragdo no caldo
fermentado. Portanto a possibilidade de concentrar / recuperar o biossurfactante em uma
coluna de bolhas e espuma € um excelente processo, pois caracteriza uma técnica de baixo
custo, uma vez que o consumo de energia é baixo e também ser efetivo na concentracao /
recuperagdo de materiais bioldgicos.

Com isso o processo de fracionamento de biossurfactante com intuito de concentrar /
recuperar € baseado na adsorcdo das moléculas tensoativas na interface gas-liquido, ou seja,
na parte inferior da coluna (base) € introduzida uma determinada vazdo de gis na solugdo
contendo o agente tensoativo, logo apds, surge uma coluna de bolhas e posteriormente uma
coluna de espuma, e essa espuma gerada que sai da coluna pode ser colapsada em um
recipiente, obtendo assim uma solugdo liquida rica em material tensoativo, que no caso do
presente estudo € a surfactina obtida através do Bacillus sp ITP 001, classificado assim como
um lipopeptideo.

Em relagdo a recuperacdo desse biossurfactante utilizando o processo de
fracionamento em coluna de bolhas e espuma na literatura existem poucos estudos como no
caso de DAVIS et al. (2001) e CHEN et al. (2006).

O principal foco deste estudo € o interesse em concentrar / recuperar a surfactina

devido a sua aplicabilidade na biodegradacdo de hidrocarbonetos, diesel, recuperagdo



melhorada de petréleo (MEOR), industria de alimentos como na panificacdo, em compostos
aromdticos, na industria de leite, em biofilmes, como agente antitumoral, anti- inflamatério e
antiviral. E ainda devem-se salientar as suas propriedades relevantes, como por exemplo, a
diminuicdo da tens@o superficial, resisténcia a variagdes extremas de temperatura, pH,
sanilidade, alta biodegradabilidade e atividade anti-microbiana.

A contribuicdo do estudo consiste na quantificacdo da reducdo da concentracdo do
biossurfactante obtido por fermentagdo a partir do Bacillus sp. ITP-001 na coluna de bolhas e
na determinacdo da recuperagdo e enriquecimento da concentracdo da surfactina no topo da
coluna.

O presente trabalho teve como objetivo principal estudar por meio do método de
adsor¢do gas-liquido em coluna de bolhas e espuma a concentracdo de solucoes de surfactina

produzida por fermentagdo em um agitador orbital utilizando Bacillus sp ITP 001.



1.1 OBJETIVOS

Objetivo Geral

Estudar o método de adsorcdo gds-liquido em coluna de bolhas e espuma a
concentracdo/recuperacao de solugdes de surfactina produzida por fermentacio em agitador

rotacional utilizando Bacillus sp ITP 001.

Objetivos Especificos

e Produzir biossurfactante de Bacillus sp ITP 001 em agitador orbital com o intuito de

fracionar em uma coluna de bolhas e espuma;

e Determinar os melhores parametros (vazao superficial do gds, temperatura de
operacdo da coluna e concentracdo inicial da solucdo) para recuperacdo e

enriquecimento da surfactina coletada no topo da coluna.

e Otimizar o processo de concentragdo do biossurfactante Bacillus sp ITP 001 utilizando

o planejamento de experimentos 23 com 3 pontos centrais.



Capitulo 2

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo serdo abordadas algumas definicdes e fundamentacdes tedricas para a
melhor compreensdo do trabalho, e serdo sub-dividos da seguinte forma: biossurfactante de
origem microbiana; classificacdo; propriedades; aplicagdes; adsorcdo de tensoativo na
interface gis — liquido; lei de adsor¢do de Gibbs; isoterma de adsor¢do por Langmuir;
espumas; modos de separacdo; separacdo por espuma; separacdo por bolha; recuperagcdo e

enriquecimento da surfactina em coluna de fracionamento via espuma.

2.1 Biossurfactante de origem microbiana

Os biossurfactantes de origem microbiana sdo definidos como biomoléculas de
superficie ativa, oriundos dos processos metabdlicos dos micro-organismos tais como
bactérias, fungos ou leveduras. Sao formados por uma porcao hidrofébica (grupo de cabeca
polar) e outra por¢do hidrofilica, e possuem como caracteristica notavel a reducdo da tensao
superficial e interfacial, aumento da solubilidade e uma baixa concentracdo micelar critica
(BENVEGNU et al., 2008; MULLIGAN, 2007; MUKHERIJEE et al., 2006). A Figura 2.1

ilustra as partes que constituem os surfactantes monopolares.

CADEL4 ALQUILICA
GRUPO DE CABECA POLAR

SURFACTANTE MONOPOLAR.

Figura 2.1: Representacio de um surfactante monopolar.
Fonte: Adaptado de BENVEGNU et al., 2008.



E essas tensOes superficiais e interfaciais refletem a localizagdo das moléculas
tensoativas nas interfaces géas-liquido e a concentragao micelar critica (CMC) € definida como
a minima concentra¢io necessaria para formacao inicial das micelas. A tensao superficial esta
relacionada com a concentracdo do surfactante até o limite da concentracdo micelar critica
(CMC). Em valores de concentracdo superiores a concentragdo micelar critica (CMC), a
solubilidade do tensoativo aumenta e as tensdes superficiais e interfaciais ficam praticamente
constantes. Em compostos quimicos como SDS (Dodecil sulfato de s6dio) nota-se que o
mesmo possui uma CMC de 2,4 g/L, enquanto que no caso dos biossurfactantes variam de
0,001 — 2 g/L, sendo assim mais eficiente devido a sua menor concentracdo micelar critica
(CMC). Na Figura 2.2 destaca-se o posicionamento de tais propriedades fisicas em funcao da

concentracdo do surfactante (MULLIGAN et al., 2005; CHRISTOFI & IVSHINA, 2002).

CMC
% MICELAS
O ] SOLUBILIDADE ‘

xx&xxx&“‘u‘ﬂ | TENSAQ SUPERFICIAL

PROPRIEDADE FISICA ‘

‘ TENSAO INTERFACIAL ‘

I CONCENTRACAO DE SURFACTANTE |

Figura 2.2: Diagrama esquemadtico da variagdo da tens@o superficial, interfacial e
solubilidade do composto organico com a concentra¢do do tensoativo.
Fonte: Adaptado de MULLIGAN et al., 2001.

Em relacdo a produgdo dos biossurfactantes, foram inicialmente gerados em meios
aquosos que priorizavam a pureza das fontes de carbono, nitrogé€nio, vitaminas e sais
minerais. Contudo, devido a variedade de substratos, subprodutos e residuos de dgua
residudria provenientes da drea industrial ou agropecudria, contendo quantidades
significativas de carbono, nitrogénio, vitaminas, sais minerais, 6leos, gorduras ou uma
misturas destes, € com isso esses rejeitos passaram a serem utilizados como uma alternativa
para producgdo de biossurfactantes, uma vez que essa reutilizagdo gera beneficios para o meio

ambiente (MORAES, 2001; BOGNOLO, 1999).



De acordo com MUKHERIJEE et al. (2006) a producao de biossurfactante ainda ndo
se iguala aos surfactantes sintéticos, esse problema decorre dos altos custos e baixas
recuperagdes envolvidos no processo para obteng¢do dos biossurfactantes, uma vez que os
surfactantes quimicos possuem elevada produtividade. Ou seja, para que seja vidvel a

producdo de biossurfactante devem ser considerados trés fatores basicos:

1 — Os custos envolvidos na aquisi¢do das matérias-primas;
2 — Producdo econdmica e procedimentos para recuperacao;

3 — Rendimento do produto.

No entanto, devido os surfactantes quimicos serem sintetizados a partir de derivados
de petréleo, hd uma tendéncia a conscientizacdo aliada a legislacdes ambientais atuais, tendo
como meio para amenizar tal problema o uso dos biossurfactantes. Apesar de que em paises
industrializados a utilizagdo de surfactantes sintéticos oriundos do petréleo compreende estdo
em torno de 70 - 75%, enquanto que em paises subdesenvolvidos existe a predominancia de
produtos de origem natural. Embora, nos paises industrializados esteja ocorrendo uma
necessidade para substituicdo desses surfactantes devido a fatores como: i - procura por
produtos mais brandos, ii - diminui¢cdo de produtos ndo biodegradaveis e iii - especificidade
dos produtos (NITSCHKE & PASTORE, 2002; BOGNOLO, 1999).

E também devido os biossurfactantes serem compostos produzidos por uma
variedade de microorganismos e consequentemente gerarem diferentes tipos de
biossurfactantes com base em sua composicao quimica, tais como glicolipidios, fosfolipidios
e os lipopeptideos produzidos a partir de diversos géneros bacterianos como, por exemplo, a
surfactina produzida pelo BACILLUS subtilis (BANAT et al., 2010; FRANZETTI et al.,
2010) dentre outros.

2.1.2 Classificacao

Segundo DESSAI & DESSAI (1993) os biossurfactantes classificam-se em:
glicolipidios, lipopeptideos, lipoproteinas, fosfolipidios, dacidos graxos, surfactantes
poliméricos e surfactantes particulados. A Tabela 2.1 destaca os tipos de biossurfactantes, sua

classificacdo e seus respectivos microorganismos.



Tabela 2.1: Classificacdo dos biossurfactantes

TIPOS DE BIOSSURFACTANTE MICRO-ORGANISMOS
Glicolipidios
- ramnolipidios - Pseudomonas aerugionosa
- soforolipideos - Torulopsis bombicola, Torulopsis apicola.
- trehalolipideos - Rhodococcus erythropolis, Mycobacterium sp
Lipopeptideos e lipoproteinas
- Peptideo - lipideo - Bacillus licheniforms
- viscosina - Pseudomonas fluorescens
- serrawetina - Serratia marcescens
- Surfactina - Bacillus subtilis
- Subtilisina - Bacillus subtilis
- Gramicidina - Bacillus brevis
- polimixina - Bacillus polymyxa
Acidos graxos, lipideos neutros e fosfolipidios
- 4cidos graxos - Corynebacterium lepus
- lipidios neutros - Nocardia erythropolis
- fosfolipideos - Thiobacillus thiooxidans
Surfactantes poliméricos
- emulsan -Acinetobacter calcoaceticus
- biodispersan - Acinetobacter calcoaceticus
- liposan - Candida lipolytica
Surfactantes particulados

- vesiculas - Acinetobacter calcoaceticus
- células - varias bactérias

Fonte: Adaptado de DESAI & BANAT, 1997.

Os glicolipidios na sua grande maioria sdo formacdes de carboidratos ligados a
proteinas ou lipideos, e sdo subdivididos em ramnolipidios, trehalopideos e os sorofolipideos.
Na Figura 2.3 tem-se descritas as estruturas quimicas dos ramnolipidios, trehalolipidios e
soforolipidios. Os ramnolipidios sdo formados por uma ou duas moléculas de ramnose
interligados a uma ou duas moléculas de 4cido S-hidroxi-decanoico, e possui um rendimentos
de producdo em torno de 100 g/L. Os trehalopidios sdo produzidos por uma variedade de
cepas tais como Rhodococcus, Nocardia, Arthrobacter € Mycobacterium composto de
trealose e ja os sorofolipidios s@o produzidos por uma variedade de leveduras, possuindo a
capacidade de reduzir a tensdo superficial e podendo ter rendimentos de producdo acima de
400 g/LL como no caso da Candidabombicola ATCC 22214 e fazem parte também os
Torulopsis magnolia, Tolulopsis gropengiesseri, Torulopsis bombicola e Candida bogoriensis

(BOGAERT et al., 2011; LANG, 2002; DESAI & BANAT, 1997).
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Figura 2.3: Estrutura de alguns glicolipidios comuns, (a) ramnolipidios tipo 1 Pseudomonas
aeruginosa, em que duas ramnose estdo ligadas por dois dcido  — hidroxi-decanoico em uma
cadeia lateral. (b) Trealose de Rhodococcus erythropolis, em que a trealose dissacaridio esta
ligada a duas longas cadeias ramificadas a dcidos graxos [ - hidroxi. (c) Soforolipidios a partir
de Torulopsis bombicola em que a soforose dimerica esta ligada a uma longa cadeia (C;g) de
acido graxo hidroxi.

Fonte: Adaptado de DESSAI & BANAT, 1997.

Os surfactantes particulados sdo oriundos de algumas bactérias e microorganismos
como o Acinetobacter calcoaceticus que por meio de suas microvesiculas extracelulares
conseguem utilizar os hidrocarbonetos para formar micro-emulsdes, ou seja, adsorver alcanos
através das células microbianas. Essas vesiculas contém cerca de cinco vezes a quantidade de
fosfolipidios em relacdo a membrana e trezentos € cinquenta vezes mais polissacaridios do
que outras membranas de microorganismos (DESAI & BANAT, 1997).

Os lipopeptidios sdo bastante diversos em termos de estrutura e atividade bioldgica, e
essa diversidade estrutural dar-se pela diferenca de comprimento e composi¢do da cadeia de
acidos graxos e devido as variacdes do ndmero, tipo e configuracdes dos aminodcidos, sdo
polipeptidios compostos de trés a doze aminodcidos na sua formacao estrutural e interligados
a uma fracdo lipidica, possuindo a capacidade de diminuir a tensdo superficial e interfacial nas
interfaces liquida, gasosa e sélida (RAAIJMAKERS et al., 2006; ZOUBOULIS et al., 2003;
SULLIVAN, 1998). A surfactina ¢ um dos exemplos de biossurfactantes estudados desde
1968, que a descrevem como um composto ativo que age na inibi¢do da formacdo de codgulos
de fibrina produzida por Bacillus subtilis (ARIMA et al., 1968). Posteriormente sendo
classificado como um lipopeptidico (PEYPOUX et al., 1999), e constituido por sete peptideos
e uma por¢do lipidica, ou seja, uma mistura de acidos graxos [-hidroxi com uma cadeia

variando de treze a quinze dtomos de carbono (DANA & PTAK, 1992; BAUMGART et al.,



1991; KLUGE et al., 1988). A molécula de surfactina possui um peso molecular de
aproximadamente massa/carga de 1050 (ARIMA et al, 1968), e também conforme um estudo
foram detectadas trés diferentes isoformas para a surfactina contendo massas/carga de 1030,7;
1044,7 e 1058,7, e essas diferentes estruturas foram detectadas com a combinagdo de ions de
Na*, K* e Ca ** por espectrocospia de massa MALDI — TOF (LEE et al., 2012). A Figura 2.4
destaca a estrutura da surfactina, contendo os peptideos L - Glu, L - Leu, D - Leu, L - Val, L -

Asp, D -LeueL - Leu ligados a uma cadeia de 4cido graxos £ - hidroxi.
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Figura 2.4: Estrutura quimica da surfactina.
Fonte: BARROS et al.; 2007.

Os surfactantes poliméricos sdo geralmente constituidos por heteropolissacaridios
que possuem proteina ou &dcidos carboxilicos como no caso do emulsan (COOPER &
PADDOCK, 1983). Na Figura 2.5 destaca-se a estrutura do emulsan, produzido pelo
microorganismo Acinetobacter calcoaceticus, constituido por dcido graxo ligado a um grupo
de heteropolissacaridios.

Outros tipos de biossurfactantes sdo os acidos graxos constituidos por proteinas
hidrofébicas, e os fosfolipidios formados por uma molécula de glicerol juntamente com dois

acidos graxos entre ligacdes de éster, e grupamento de fosfato (HORNICK, 2002).
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Figura 2.5: Estrutura quimica do emulsan, produzida por Acinetobacter calcoaceticus.
Fonte: DESAI & BANAT, 1997.

Devido essa variedade nos tipos de biossurfactantes foi observado que os mesmos
possuem propriedades excepcionais, pois, demonstram diversas vantagens sobre o0s
surfactantes quimicos tais como baixa toxidade, maior biodegradabilidade, estabilidade em
condic¢des extremas de temperatura, pH e salinidade (APARNA et al., 2012; WINTERBURN
etal.,2011).

2.1.3 Propriedades

Os biossurfactantes possuem propriedades relevantes para diversas dreas industriais,
dentre as quais destacam-se: atividade superficial, biodegradabilidade, toxidade baixa,
capacidade emulsificante, e também adaptar-se em temperatura, pH e salinidade extremas
(NITSCHKE & PASTORE, 2007, MUKHERIJEE et al., 2006). E devido essas moléculas
serem tensoativas desempenham um importante papel na solubilizacdo, na formacdo de
espumas, em detergentes e na atividade antimicrobiana (FINNERTY, 1994).

As propriedades fisico-quimicas e bioquimicas da surfactina sdo: capacidade para
reduzir a tensdo superficial e interfacial, estabilidade quando submetida a temperatura, pH e
concentracdes de salinidade variadas, biodegradabilidade e atividade anti-microbiana. A
seguir serdo descritas em forma de tdépicos as propriedades mais relevantes desse

lipopeptideo:
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e Tensao superficial

As medidas de tensdo superficial sao um meio primordial para monitorar a produgdo
dos biossurfactantes, e essas medidas sdo importantes, pois, demonstram o potencial de
producdo dos biossurfactantes. Porém, varidveis como: fonte de carbono, pH e meio de
cultura influenciam no desenvolvimento e na producao do biossurfactante. No que se refere a
producdo do biossurfactante, o mesmo ird depender fortemente da quantidade da fonte de
carbono e nitrogénio no caldo de cultura (BOGNOLO, 1999).

Na literatura existem diversos trabalhos relatando a diminui¢io da tensdo superficial
do microorganismo Bacillus subtilis, no qual os resultados sdo extremamente promissores,
como por exemplo, na comparacdo da tensdo superficial minima para os surfactantes
quimicos conhecidos como SDS com valor de 28,6 mN / m e Pluronic F—68 com 42,8 mN / m
(PORNSUNTHORNTAWEE et al., 2008), enquanto, que para a surfactina produzida pelo
Bacillus subtilis o valor descrito é de 27,0 mN / m (PEYPOX et al., 1999); Bacillus subtilis
ATCC 21332 com 30,0 mN / m (WHANG et al., 2008); Bacillus subtilis HSO121 com 30,03
mN / m (LIU et al., 2009); Bacillus subtilis LSFM-05 com 29,5 mN / m (FARIA ef al.,
2011).

e Temperatura, pH e salinidade

A surfactina em comparag@o com os surfactantes quimicos possui vantagens Unicas,
como serem eficazes em variacdes de temperaturas, pH (CAMEOTRA & MAKKAR, 1998),
e salinidades em niveis baixos como por exemplo a 2% (CHEN et al., 2012), 0 — 15% (LEE et
al, 2012) e 0,5% (KHAN et al., 2011). Na Tabela 2.2, observa-se que o pH varia de 3 (dcido)
a 10 (bésico) e a temperatura de 30 a 120° C a depender do tipo de micro-organismo
utilizado. Deve-se salientar a susceptibilidade a variacdes de temperatura e de pH destes

micro-organismos produtores.

Tabela 2.2: Diferentes condi¢des para adaptacao dos Bacillus.

Micro-organismos pH Temperatura Referéncia
)
Bacillus sp TKU004 >7,0 37 CHEN et al, 2012
Bacillus subtilis 4,0 - 10, 80 - 120 AMANI et al, 2010
Bacillus subtilis CSY191 3,0 30- 37 LEE et al, 2012
Bacillus subtilis MI113 7,0 37 KHAN et al, 2011
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¢ Biodegradabilidade

A biodegradacdo € a capacidade que o biossurfactante possui em formar emulsdes e
solubilizar compostos imisciveis em dgua, ou seja, o biossurfactante afeta a reducdo da tensao
interfacial estabilizando a emulsdo. E por este fato, a biodegradacdo € considerada uma forma
ambientalmente aceitdvel de biodegradar residuos, e geralmente sdo aplicados em casos de
contaminacdo por 6leos (CHRZANOWSKI et al., 2012; CALVO et al., 2009; BENTO et al.,
2005).

Em relacdo aos estudos utilizando a surfactina com o intuito de biodegradar, tem - se:
a adicdo de surfactina em esgoto para avaliar sua biodegradacdo, no estudo grande parte do
composto aromatico e alifatico foi degradado, obtendo o esgoto residual apds o tratamento
com cerca de 6,8 e 7,2% (MULLINAN, 2005); e na degradacdo do diesel com a adi¢dao de 40
mg/L de surfactina, obtendo-se um indice de remog¢ao de 94% (WHANG et al., 2008).

e Atividade antimicrobiana

Na literatura ha trabalhos que relatam a utilizacdo de surfactina com o intuito de
aumentar a atividade antimicrobiana como no caso de JOE et al. (2012) e FERNANDES et
al. (2007), o método utilizado para determinar a atividade antimicrobiana em ambos 0s
trabalhos foi o método disco de difusdo em d&gar, utilizando papel filtro de 6 mm (N°1)
embebido em uma suspensao de caldo de cultura contendo bactéria selecionada e 0 mesmo foi
colocado sobre uma placa contendo dgar sélido e surfactina. A Tabela 2.3, demonstra a zona
de inibi¢do para alguns microorganismos, destacando a Salmonella typhi com maior zona de

inibicdo e como menor Zona de inibi¢ao Pseudomonas aeruginosa CI 6.

Tabela 2.3: Relacdo da Zona de inibi¢@o para alguns microorganismos

Microorganismos Zona de inibi¢do (mm)
Salmonella typhi 36,0
Listeria monocytogenes 32,3
Staphilococus aereus 29,3
Enterococcus faecalis C1 068 17,40 £ 0,1
Pseudomonas aeruginosa C1 6 10,5 £ 0,1

Fonte: Adaptado de JOE et al. (2012) e FERNADES et al. (2007).
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A inibicdo de crescimento de Listeria monocytogenes em poliestireno foi relatada
observando que no caso da Listeria monocytogenes 7644 obteve-se uma reducido de aderéncia
de 84 % para a surfactina e ja no caso do rhamnolipideo a reducdao maior ocorreu com a
Listeria monocytogenes ATCC 15313 em torno de 82% (ARAUIJO et al, 2011).

Verificou-se a influéncia do Bacillus subtilis 20B na inibi¢do de crescimento dos
fungos Chrysosporium indicum, Alternaria burnsii, Fusarium oxysporum, Fusarium udum,
Trichoderma herzanium e Rihizoctonia bataticola obtendo reduc¢do do crescimento desses
microorganismos (JOSHI et al., 2008).

Portanto, o interesse pelos biossurfactantes estdo baseados em suas diversas
propriedades funcionais, tornando esses compostos interessantes para aplicacdoes em diversas
areas, como em processos de recuperacdo ambiental tal como a biorremediacao, biofilmes

(ARAUJO et al., 2011; YIN et al., 2009), dentre outros.

2.1.4 Aplicacao

Os biossurfactantes sdo uteis em vdrias aplicagdes, isso decorre devido sua a acdo
especifica, sua toxidade e seu modo de preparagdo, tornando a sua aplicacio bem
diversificada (NITSCHKE & PASTORE, 2002) . A seguir a Tabela 2.4, destaca as aplica¢des

dos biossurfactantes.

Tabela 2.4: Aplicacdes dos biossurfactantes.

Aplicagdes Referéncia
Petroquimica
Alimentos LIMA & ALEGRETE, 2009
Cosméticos
Biorremediagdo NITSCHKE & PASTORE, 2002
Indastria Farmacéutica SINGH et al., 2007
Industria Metaldrgica
Recuperacdo avancada de BORDOLOI & KONWAR, 2008
petréleo(MEOR)
Indistria de mineracao KOSARIC et al., 1987
Agro-Industria FINNERT, 1994

No caso da aplicac@o da surfactina, as moléculas apresentam um espectro relevante

devido a sua atividade bioldgica, tornando bem mais atraente para diversas aplicacdes
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industriais e académicas, contendo grandes quantidades de micelas e um numero de
agregacoes em torno de 173, e uma concentragdo micelar critica de aproximadamente 9,4 x
10° M, facilitando assim a adsor¢do na interface gis - liquido (PEYPOUX et al., 1999;
GRAU et al, 1999; ISHIGAMI, 1995).

Caracteristica quimicas tais como detergéncia, capacidade espumante, solubilizagao,
formac¢do de emulsdes estaveis, agentes preventivos a algumas doencas, diminui¢ao da tensdo
superficial e lidar bem com pH extremos fazem com que a surfactina possua diversas
aplicagdes (BARROS et al., 2007; LANG, 2002).

No entanto hd poucos estudos que se referem a aplicacdo de surfactina no setor
industrial, embora, suas propriedades sejam significativas a este setor, podendo ser
empregado em biodegradacdo de hidrocarbonetos, diesel, recuperacdo melhora de petréleo
(MEOR), inddstria de alimentos como na panificagdo, em compostos aromadticos, na indudstria
de leite, em biofilmes (WHANG, 2008; BARROS et al., 2007, CUBBITO et al., 2004,
PRICE et al., 1993), e também, como agente antitumoral, anti- inflamatdria e antiviral (PARK
& KIM, 2009; PEYPOX et al, 1999). Devido a essas diversas possiveis aplicacdes, comeca-
se a desenvolver mais estudos referentes a essa aplicabilidade na area industrial (BARROS et
al., 2007; NITSCHKE & PASTORE, 2002).

Segundo GOMES & NITSCHKE (2012), na édrea alimentar destaca-se o uso da
surfactina para producdo de biofilmes tendo como finalidade reduzir a aderéncia de
microorganismos patogénicos na drea superficial de alimentos sélidos, no entanto, nota-se que
a aderéncia dependera dos microorganismos patogénicos assim como a concentracdo da
surfactina utilizada como biofilme, utilizando-se uma concentragdo de 0, 25% de surfactina
reduziu-se em 42% a aderéncia de microrganismos tais como Listeria monocitogenes e S.
Enteritidis.

Na 4rea de satde, a surfactina tem apresentado capacidade para inibir a disseminagao
e induzir apoptose em células cancerigena, observada em estudos que envolvem mamas
humanas tendo como resultado atividade anticancerigena com aumento de atividade de 20,3
% para 54, 7% (LEE, 2012; CAO, 2010; KIM, 2007).

Com todas essas aplicacdes, a surfactina € um dos biossurfactantes mais poderosos e
muito promissor para utilizacdo em industrias petroliferas, farmacéuticas dentre outras, € uma
forma para separar / recuperar esse biosurfactante pode ser por meio da adsorcdo desse
biossurfactante na interface gis — liquido (PLOCINICZAK et al., 2011; VANHOUTE et al.,
2008).
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2.2 Adsorcao de tensoativos na interface gas — liquido

Em meados da década de 70 surgiram pesquisas significativas quanto a adsorgao,
ressaltando que somente na década de 90 o avanco foi maior devido a descoberta de novos
materiais tais como moléculas de carbono e novos processos de adsor¢cdo (DO, 1998).

E tendo em vista, que a adsor¢do permite a recuperacao / concentracao de compostos
a partir de solucdes diluidas, € notdvel, que a adsor¢do seja atraente, devido sua facil operacdo
e alta capacidade, porém a capacidade de adsor¢do ird depender fortemente das propriedades
do adsorvente, do adsorvido, das condicdes da solugcdo assim como das suas interacdes
(SOTO et al., 2011).

A adsor¢ao de biossurfactantes na interface gas liquido pode ocorrer por diversas
formas como, por exemplo, aeracdo ocasionando a transferéncia do gés para o liquido com a
criacdo de uma interface gds-liquido; uso de membrana semipermedvel para dissolucao do gés
no liquido com a formacgdo de uma interface; por meio de um agitador ou turbina; de materiais
ceramicos porosos sinterizados ou membranas poliméricas perfuradas (ROSSO et al., 2006).

E devido aos compostos tensoativos possuirem uma natureza anfifilica,
consequentemente apresentam uma por¢do hidrofébica e hidrofilica, resultando no acumulo
da interface gas — liquido, e esse acimulo provoca a redu¢do da tensdo superficial, e notando-
se que a diminui¢do da tensdo interfacial ird depender da concentracao do surfactante até
atingir a concentracdo micelar critica (LINKE & BERGER, 2011; ROSSO et al., 2006;
ADAMSOM, 1990).

Uma vez que no equilibrio, as tensdes interfaciais estdo relacionadas com as
concentracoes de superficies, através da Lei de adsorcao de Gibbs, a equa¢do mais importante

na ciéncia interfacial (MILLER et al, 2004).

2.3 Lei de adsorcao de Gibbs

Segundo KARGER & DeVIVO (1968) em condi¢des de equilibrio de adsorcao, as
substancias quimicas presentes em solugdes e adsorvidas na interface gas-liquido podem ser
descrita pela equacdo de Gibbs, propondo que a interface poderia apresentar-se
matematicamente em um plano divisério, no qual o excesso da superficie do solvente fosse
nulo (ADAMSOM, 1990).

A interface que ocorre entre duas fases nao pode ser visualizada por um plano

divisério e sim pela regido onde ocorre variacdo das propriedades de uma fase para outra

15



(ADAMSON, 1990), conforme pode ser observado na Figura 2.6. Porém a utilizacdo da Lei

de Gibbs para determinagdo da concentracdo dos componentes na regido interfacial é muito

simples e direto (MYERS, 1999).

-— DIVISORIO COM POSICAD ATEATORTA

SOLVENTE

CONCENTRACAD

FASE (¥

‘ FASE §

SOLUTO

—> =
X

Figura 2.6: Concentracdo do solvente e soluto na interface de duas fases.
Fonte: Adaptado de ADAMSON, 1990.

De acordo com FLOORENCE & ATTWOOD (2003) existe um equilibrio entre as

moléculas de tensoativos na superficie e na interface e remanescente na solucdo e esse

equilibrio sao expressos por:

dl«l = dqrev - dW (1)

Onde: greq € 0 calor absorvido e W serd o trabalho realizado durante a mudanga reversivel.

Para solucdes diluidas tem-se a extensao matematica para Lei de Gibbs:

_ 1 dy ©)

RT dInc

Onde: I' € a concentracdo superficial em excesso;
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R € a Constante universal dos gases (dina cm/mol K);
T € a temperatura absoluta (K);
Y € a tensdo superficial (dina/cm);

C € a concentragao do soluto no seio liquido (moles/cm3).

Ressalta-se que a utilizagdo da equacdo de Gibbs para a adsorcdo interfacial é
limitada por faixas de concentracdes onde ocorre somente a formac¢do de monocamadas, ou
seja, verificando o comportamento da tensdo superficial (InC,) em um determinado valor de
Cy quase ndo existe modificagdes nas tensdes superficiais (CHARM et al., 1966). No caso de

z

concentracdes mais baixas € possivel observar que diversas faixas de concentragdes

z

superficiais permanecem constantes, e esse comportamento de I' com C, € vdlido até a

saturacao de monocamadas (LUCENA, 1995), conforme Figura 2..

In C C
(@) b ) P

Figura 2.7 - (a) Comportamento tipico da tensdo superficial com a concentracdo para
solucdes de moléculas com atividade superficial. (b) Comportamento de I' com C (isoterma
de adsorcdo).
Fonte: LUCENA, 1995.

E por tanto, ressaltar - se que a Lei de adsorcdo de Gibbs pode ser determinada pela

isoterma de adsor¢@o por Langmuir para valores de concentracdo que contenham somente

uma camada de adsorc¢do na interface gas — liquido (DOUILLARD et al., 1993).
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2.4 Isoterma de adsorcao por Langmuir

O primeiro autor a propor uma teoria eficaz de adsorcdo em uma superficie plana
com base do ponto de vista cinético foi Langmuir em 1918, com o uso de um processo
continuo de bombeamento de moléculas numa superficie e uma correspondente dessorcao de
moléculas ate seu equilibrio. O modelo de Langmuir possui caracteristicas como: a superficie
ser homogénea, adsor¢cao na superficie ser localizada e cada local pode conter apenas uma
molécula ou atomo (DO, 1998).

A equagdo que se refere ao modelo para isoterma de adsor¢do de Langmuir para

interface géas-liquido é dada por:

' Gy

A ”

Onde: Cy, € a concentragdo de tensoativo;
Kq4 € a constante de equilibrio;
['emax sd0 a concentracdo e concentracdo maxima de tensoativo na interface gés-

liquido.

2.5 Espumas

As espumas sdo sistemas termodinamicamente instdveis que exibem um arranjo
tridimensional composta de células gasosas compreendidas em um filme liquido continuo. E
essa instabilidade da espuma pode se ocasionada por trés diferentes processos como: 1-
drenagem do liquido contido na espuma por meio da acdo da gravidade e das forgas capilares,
2 — coalescéncia decorrente da fusdo de duas bolhas causando a ruptura da pelicula entre essas
bolhas, e 3 — desproporcionamento entre as bolhas de gas. O processo de ruptura da bolha
pode ocorrer naturalmente em qualquer espuma sem nenhuma intervengdo externa, porém,
dependendo do fator externo esse processo pode ser acelerado como no caso de uma queda de
pressao na fase liquida da espuma que acarreta um aumento na taxa de drenagem ou a ruptura
dos filmes que sdo estdveis quando nao aplicada uma pressdo (FIGUEREDO et al., 1999;
BISPERINK et al., 1992).
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As espumas sdo caracterizadas por ndo se formar através de liquidoS puros; serem
instaveis termodinamicamente; as propriedades reoldgicas da interface e a interacdo entre as
interfaces da espuma serem de grande importincia para sua estabilidade; e sua estabilidade e
formacdo poder depender de um agente tensoativo, embora possam ser estabilizada por
nanoparticulas sem a necessidade de um tensoativo (MALYSA et al., 1992)

Para formac¢do de espumas as bolhas de gas sdo introduzidas em uma solugdo , e essa
introdugdo é diversificada podendo ocorrer por borbulhamento; agitacdo; uso de produtos
quimicos que causam uma reagdo dentre outros. Esses métodos para formacdo de espuma
possuem dois principios bdsicos como: aprisionamento de bolhas de gids do liquido e
introducdo de bolhas de gids por meios fisicos ou quimicos (KARAKASHEV &
GROZDANOVA, 2012).

As geometrias visualizadas nas bolhas de espuma podem ser de forma poliédrica ou
esférica. Na forma esférica existem filmes liquidos espessos, visualizados no
desenvolvimento da espuma. Logo apdés a drenagem do liquido, os filmes afinam-se e
assumem uma formacdo poliédrica. A organizacdo das bolhas é formada por trés ou quatro
linhas adjacentes e quando acontece a ruptura do filme da espuma as bolhas reorganizam-se, e
essa capacidade de organizacdo decorre de uma forga contréria resultante do efeito do efeito
da elasticidade de GIBBS e da elasticidade de Marangoni conhecido como Efeitos de Gibbs-
Marangoni. O liquido contido na espuma € formado por duas regides: nos filmes e no canal de
Plateu formado pelo encontro dos filmes (FIGUEREDO et al., 1999; WASAN et al., 1992). A

seguir a Figura 2.8 destaca tal organizacao.

canal de Flatean

filme liguido
continuo
fase gasosa

dispersa

Figura 2.8: Estrutura de uma espuma constituida por uma fase gasosa e uma fase liquida
(Filmes e canais de Plateu).
Fonte: FIGUEREDO et al., 1999.
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Em colunas de espuma, as taxas de drenagem possuem uma relacdo significativa com
a velocidade superficial do géds, ou seja, maiores velocidade diminuem a drenagem e
consequentemente diminuem o enriquecimento do produto no topo e vice-versa (LUCENA,
1995). A destrui¢do de uma coluna de espuma comega a partir das camadas superiores, uma
vez que se liberta mais rdpido que o liquido (excesso) e os filmes de espuma chegam mais
rapido ao equilibrio, ou seja, essa diminuicdo do volume da espuma ocorre gradualmente de
camada para camada ou por destruicdo simultanea da espuma.

No entanto, os processos para concentracdo / recuperacdo das biomoléculas sdao
essenciais ndo s6 como uma ferramenta de investigacdo, mas também para aplicacdes
industriais, e esses processos podem ser por processos de separagdo de espuma por meio de
fracionamento de espumas, ou por flotacdes (NAKABAYASHI et al., 2011; SOTO et al.,
2011) dentre outros.

2.6 Processos de Separacao

2.6.1 Separacao por espuma

O fracionamento com espumas é uma técnica de baixo custo operacional, eficiente na
separagdo/concentracdo de agentes tensoativos a parti de caldo fermentado e/ou solucdes
diluidas (DARTON et al., 2004; SANTANA, 2003; SALEH & HOSSAIN, 2001).

No fracionamento com espumas, diferentes fluxos que ocorrem na coluna de espuma
podem ser observados (Figura 2.9), isso decorre do fluxo causado pelo arraste do liquido pelo
gds introduzido para formacdo das bolhas e também pela drenagem do liquido intersticial
oriundo das bolhas influenciado pela gravidade e pelas forgas capilares que provocam um
refluxo. Além dos fatores anteriormente citados que influenciam na recuperacdo e
enriquecimento, outros parametros como: pH; concentra¢do inicial da agente tensoativo;
velocidade superficial do gés; altura da coluna de liquido e da espuma envolvidos durante o
processo, resultam na deplecdo do surfactante no liquido (BURGHOFF, 2012; MERZ et al.,
2011, SANTANA, 2003).
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ESPUMA EXPANDIDA

i
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Figura 2.9: Diferentes efeitos durante formacao e estabilizacdo da espuma.
Fonte: Adaptado de BURGHOFF, 2012.

O mecanismo para fracionamento de espumas € baseado na introducdo de gids em
placas porosas ou perfuradas com o intuito de gerar bolhas de gés, onde ocorrera a adsor¢ao
do tensoativo na interface gds-liquido dessas bolhas de gas, essas bolhas sobem axialmente
para o topo da coluna gerando assim a espuma que pode ser fisicamente separado da fase
liquida para remocgao do tensoativo e qualquer outro soluto, a uma concentracao maior do que
a encontrada na parte liquida, ou seja, os surfactantes sdo preferencialmente adsorvidos na
interface gas-liquido (RUJIRAWANICH et al., 2012; LI et al., 2011; DICKINSON et al.,
2010). Na Figura 2.10, pode-se observar o processo de fracionamento da espuma, onde nota-

se que apds a espuma gerada, os solutos (tensoativos) sdo adsorvidos na interface gés-liquido

e a outra parte nao adsorvida permanece no espago intersticial.
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Figura 2. 10: Fendmeno ocorrrido durante o fracionamento da espuma
Fonte: Adaptado de QU et al., 2008.

Diversos trabalhos relatam o uso de fracionamento com espumas tais como: na
concentracdo de biossurfactantes (SARACHAT er al., 2010); remocao de matérias de
particulas organicas em solugdes diluidas (BARRUT et al., 2012; MARUYAMA et al.,
2007); separacdo de proteinas (NAKABAYASHI et al., 2011; BHATTACHARIEE et al.,

1997); extracao de metais, de fitonutrientes, metabdlicos (MERZ et al., 2011) entre outros.

2.6.2 Separacao por bolhas

De acordo com THOMAS & WINKLER (1977) e VALSARAIJ et al., (1991) o
método que utiliza interface gas-liquido envolvendo bolhas de gds sdo descritos como
separacdo por adsor¢do em bolhas € sdo sub-dividido em dois grupos, conforme Figura 2.11 O
primeiro grupo € caracterizado pela separacdo com espuma, ¢ formado pelo fracionamento
com espuma e pela flotagdo e suas ramificagdes, e o segundo grupo é constituido pela
separacgdo por adsorcdo em bolhas sem a formagdo de espuma e composto por sublatacio e

pelo fracionamento com bolhas.
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IMMetodos de Separacio por
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Figura 2.11: Esquema da classificacdo dos métodos de separagcdo envolvendo o fendmeno
de adsorcdo em bolhas
Fonte: Adaptado de THOMAS & WINKLER, 1977.

No processo de fracionamento com bolhas, o transporte do agente tensoativo ocorre

na superficie da bolha devido a adsorcdo na interface gas-liquido, o qual rompem-se na parte
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superior da coluna liberando o material adsorvido do qual pode ser recuperado, resultando
assim em uma concentracao de surfactante que aumenta com a altura (CHEN, 1994; FIELDS
et al., 1983; LEMLICH, 1972).

Na sublatacio com solvente, o processo € basicamente parecido com o
fracionamento com bolhas, o diferencial é a presenca de uma camada de liquido imiscivel na
parte superior da coluna de liquido, ou seja, o material adsorvido na superficie das bolhas de
gas fica retido nessa camada (CLARKE & WILSON, 1983; LEMLICH, 1972). Existem
diversos trabalhos relacionados com o processo de sublatacdo com solvente, dentre os quais:
CLARKE & WILSON (1983) e LEMLICH (1972) relatando varios estudos envolvendo esse
processo; e CARAGAY & KARGER (1966) na remocao de corantes metil-orange e rodamina
B e 2-octanol como camada imiscivel. A seguir a Figura 2.12, demonstra o esquema do
aparato utilizado para sublatagdo com solvente, onde a parte superior (Liquido enriquecido)
contém uma camada de liquido imiscivel que retém o material adsorvido, enquanto na parte

inferior a fase liquida esta empobrecido.

LIQUIDO ENRIQUECIDO

O ¢ |LIQUIDO EMPOBRECIDO
L CJ

Figura 2.12: Esquema do aparato.
Fonte: Adaptado CLARKE & WILSON, 1983.

Na flotag@o e no fracionamento com espuma, o acumulo de tensoativos é encontrado

na espuma, este fato é causado devido a adsor¢do do tensoativo nas bolhas de gds, que ao
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passarem pela coluna de liquido formam uma coluna de espuma e/ou leito de espuma que
quando colapsada, libera o material adsorvido (KRUGLYAKOV, 2010; LEMLICH, 1972).

Ressaltando-se que o fracionamento com espuma é uma técnica que visa a separagao /
concentracdo de espécies de superficies ativa em solucdes diluidas (VO et al., 2011) ao
contrdario da flotacdo que visa as particulas em suspensdo para separacdo/concentracio
(THOMAS & WINKLER, 1977). Estudos referentes ao processo de fracionamento de espuma
sao muito relatados na literatura, como na separacdo da albumina (OSTWALD & SIERH,
1937), separacdo de renina da pepsina (ANDREWS & SCHULTZ, 1945), fracionamento de
BSA (SCHNEPF & GADEN, 1959), fracionamento de surfactina (CHEN et al., 2006;
DAVIS et al., 2001), durante o periodo de 1970-1974 cerca de 200 estudos foram realizados,
dos quais se baseavam no fracionamento de espuma, flotacdes de fons, flotacdo precipitativa e
flotagdes coloidais descritos por GRIEVES (1975).

Contudo, a técnica de fracionamento com espuma pode basicamente proporcionar
tanto uma eficiéncia de recuperacdo como um enriquecimento elevado de biossurfactantes

(SARACHAT et al., 2010).

2.7 Recuperacao e enriquecimento da surfactina em coluna de fracionamento via

espuma

Na literatura existem poucos trabalhos direcionados a recuperacio e enriquecimento
de surfactina em colunas de fracionamento via espuma, porém trabalhos como o de DAVIS et
al., (2001) sdo promissores, pois, descrevem o desenvolvimento de duas técnicas para
obtencdo da recuperacdo da surfactina. A primeira técnica utiliza um sistema nao integrado,
ou seja, pelo modo semi - batelada para recuperagdo da surfactina oriunda da espuma com a
utiliza¢do de uma coluna de bolhas e espuma com dimensao de 30 cm, condi¢cdes operacionais
de vazao a 60 mL/min, temperatura de 25° C e concentracdo de surfactina de 440 mg/L,
utilizando um caldo contendo células. E a segunda técnica utiliza o caldo isento de células do
qual é removido por centrifugacdo. No caldo contendo células obteve-se um enriquecimento
variando entre 1,2 a 8,4 vezes e recuperacdo de 97,3%,enquanto, que no isento de células a
recuperacao foi de 97,1% e enriquecimento de 2,3 até 51,6 vezes. Na Figura 2.13, destaca-se
as partes que constituem o sistema ndo integrado para obtencdo de espuma, o processo dar-se
pela injecdo de gas, que adentra em um frasco contendo dgua destilada para umidificagcdo do

mesmo, para assim promover o borbulhamento do caldo contido na coluna e posterior

25



formagdo de uma coluna de espumas que serd direcionada axialmente até um coletor de

espumas para posteriores andlises da mesma.

Coluna de fracionamento

o

o
=
s

=

30 cm R
e Coletor de espuma

/'_ [—— ENTRADA DE AR
= A\
o |

=

Vidro sinterizado Ar umidificado
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Figura 2.13: Aparato utilizado para fracionamento de espuma no modo semi-batelada.
Fonte: Adaptado de DAVIS et al., 2001.

Na segunda parte utilizou-se um sistema integrado com o auxilio de uma coluna
acoplada a um biorreator. Nesse estudo foi avaliado a velocidade de agitacdo no caldo
contido no biorreator, para as velocidades de agitacdo de 146 e 166 rpm teve-se uma
recuperacgdo de 64,4% e 71,4% respectivamente e enriquecimento de 60 vezes para ambos. Na

Figura 2.14 a seguir, pode ser observado o aparato utilizado para o processo de producgdo e

coleta de espuma.
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Figura 2. 14: Aparato utilizado para produgdo de Bacillus subtilis ATCC 21332 e coleta da
espuma.
Fonte: Adaptado de DAVIS et al., 2001.

Trabalhos como o de CHEN et al., 2006, demonstraram uma recuperacdo de

surfactina de 92,3%, nesse experimento uso-se uma cepa de Bacillus subtilis BBK 006 para
obtencdo da surfactina e o equipamento necessario para tal processo foi um biorreator
(método em batelada), ja no trabalho de MONTASTRUC et al., (2011) a recuperagao da
surfactina foi na ordem de 94% com o uso de um biorreator, sendo que a espuma gerada foi
eluida em metanol.

Portanto, verificou-se através da revisao bibliografica no que se refere a recuperagdo
e enriquecimento da surfactina em coluna de fracionamento via espuma em um sistema
simples, a escassez de trabalhos que vissem as variacoes dos parametros de vazdes
superficiais de gés, temperatura de operacdo da coluna de fracionamento e concentra¢io
inicial de solugdo de surfactina. O tunico trabalho citado o de Davis et al. (2001) utiliza
somente a vazao superficial do gds a 60 mL/min, temperatura de 25° C e concentracdo de
surfactina em 440 mg/L. Além de diferenciar-se na utilizacdo do microorganismo e nas
dimensdes da coluna de fracionamento.

Visando a otimizagdo do processo de fracionamento em coluna de bolhas espuma no
presente trabalho, foi realizado um planejamento estatistico 23, com 3 pontos centrais,
totalizando 11ensaios experimentais, com condi¢des operacionais de vazao superficial do gas
a 20, 40 ou 60 mL/min, temperatura de 15, 25 ou 35° C e concentragdo inicial de surfactina a
266,6, 425 ou 569,7 mg/L, podendo-se assim avaliar a influencia desses pardmetros na

recuperagdo e enriquecimento da surfactina em coluna de fracionamento.
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Capitulo 3

3 MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo serdo descritos os materiais e métodos empregados no
desenvolvimento do estudo da concentracdo da surfactina obtido pelo Bacillus sp ITP 001
para fracionamento em coluna de bolhas e espuma e a surfactina padrao Bacillus subtilis para
obtenc¢do da curva analitica. Os experimentos foram realizados no Laboratério de Pesquisa de
Alimentos (LPA), no Nucleo de Estudos de Sistemas Coloidais (NUESC) ambos pertencentes
ao Instituto de Tecnologia e Pesquisa (ITP) da Universidade Tiradentes (UNIT) e no
Laboratério de Biotecnologia Ambiental (LABAM) pertencente ao Departamento de
Engenharia Quimica da Universidade Federal de Sergipe (UFS).

3.1 Surfactinas utilizadas

As surfactinas utilizadas nos experimentos foram obtidas de duas fontes distintas: (1)
surfactina padrdo de Bacillus subtilis, lote 090M4036, massa molar 1036 g/mol, com pureza
de > 98 % (HPLC e TLC), adquirida da Sigma - Aldrich Brasil Ltda, produto § 3523, para
obtencdo da curva analitica; e (2) surfactina semipurificada ( isengdo de células), produzida
por Bacillus sp ITP 001 no Laboratério de Pesquisa de Alimentos (LPA/ITP/UNIT) para o

fracionamento em coluna de bolhas e espuma da surfactina.

3.2 Producao de surfactina por Bacillus sp ITP 001

A fermentacgao foi realizada em frasco erlenmeyer de 500 mL contendo 250 mL de
meio de cultura com composi¢do descrita na Tabela 3.1. O meio foi esterilizado em autoclave
(Marconi) a uma temperatura de 121° C por 15 minutos. O frasco foi inoculado com 10% de
volume de inoculo com 48 horas de idade e em seguida colocado no Shaker (Tecnal — TE
422) com temperatura e rotacao controlada durante 120 horas de fermentac@o. Na Figura 3.1,

demonstrado as etapas para produ¢do do biossurfactante.

28



Tabela 3.1 Meio de cultura

Meio de Cultura Composicao (%, m/v)
Amido soldvel (Synth, USA) 10,0
Extrato de levedura (Himedia, India) 3,0
KH,PO, (Quimis, Brasil) 0,5
NaNO; (Vetec, Brasil ) 1,5
MgS0,.7H,0 (Vetec, Brasil) 0,25
Peptona bacteriol6gica (Himedia, fndia) 0,65

Fonte: FEITOSA et al., 2010.

3.3 Fracionamento da surfactina

A surfactina foi produzida durante a fermentacdo da bactéria Bacillus sp ITP 001.
Ap6s 120 h, o caldo foi primeiramente centrifugado para a remog¢ao das células microbianas,
e para realizacdo dos experimentos, a fermentacdo foi diluida com dgua deionizada. O pH das
solucdes foi medido em pHmetro (Marconi) e corrigido, quando necessario, para pH 7,0 pela
adicao de NaOH ou HCl.

O planejamento de experimentos utilizado para verificar a recuperacdo média
(Rpm%)e o enriquecimento médio (Ey) da surfactina obtida via espuma foi um fatorial 2° com
trés repeti¢des no ponto central, no qual foram avaliadas a vazao do gas nitrogénio (20, 40 ou
60 mL/min), a concentracdo inicial da surfactina da solugdo (266,6, 415 ou 569,7 mg/L) e a

temperatura (15, 25 ou 35° C), avaliadas em trés niveis como mostra a Tabela 3.2.

Tabela 3.2. Varidveis avaliadas com seus respectivos niveis utilizadas no planejamento
fatorial completo 2°.

Variaveis Niveis Reais
Vazio volumétrica (mL/min) X 20 40 60
Concentragdo inicial (mg/L) X, 266,6 425,0 569,7
Temperatura(®° C) X3 15 25 35

Os ensaios foram realizados de modo aleatério na coluna de fracionamento,
dispostos na matriz do planejamento fatorial (Tabela 3.3). Pelo planejamento dos
experimentos, obtiveram-se os resultados médios de recuperacdo (Ry%) e enriquecimento
médio (Ey) da surfactina em toda a corrida experimental no processo de fracionamento em
coluna de bolhas e espuma por meio das combinacdes das varidveis. E a partir desses valores

foi possivel avaliar os efeitos da vazdo, concentracio e temperatura sobre a resposta, € assim
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determinar estatisticamente as varidveis significantes no processo de fracionamento da

surfactina.

Tabela 3.3: Matriz do planejamento fatorial 2’ empregadas no estudo da recuperagdo média
(Rpm%) e enriquecimento médio (Eyy) do biossurfactante.

Niveis codificados Niveis reais
Xy Xs X3
Ensaios ' 2 (mL/min) (mg/L) °C)
1 -1 -1 -1 20 266,6 15
2 1 -1 -1 60 266,6 15
3 -1 1 -1 20 569,7 15
4 1 1 -1 60 569,7 15
5 -1 -1 1 20 266,6 35
6 1 -1 1 60 266,6 35
7 -1 1 1 20 569,7 35
8 1 1 1 60 569,7 35
9 0 0 0 40 425 25
10 0 0 0 40 425 25
11 0 0 0 40 425 25

Dados: X;: VAZAO VOLUMETRICA DO GAS (mL/min)
X,: CONCENTRACAO INICIAL DE SURFACTINA (mg/L)
X5: TEMPERATURA (°C)

3.4 Aparato experimental

Para o fracionamento em coluna de bolhas e espuma o aparato principal utilizado
para realizacdo dos experimentos foi uma coluna de vidro medindo 110 cm de altura e com
diametro interno de 3,2 cm, na qual foi adicionado o caldo fermentado na extremidade
superior da coluna usando um funil de decantacao.

A coluna de vidro ficou posicionada verticalmente em uma grade presa por 3
ganchos ao longo de toda coluna, a mesma possuia uma jaqueta térmica acoplada ao longo de
todo seu comprimento, com a finalidade de permitir a circulacio de dgua a uma dada
temperatura definida e controlada por um banho termostatico (Julabo Labortechnik,

Germany).
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Na extremidade inferior da coluna, localizava-se um canalito no qual foi introduzida
uma vazdo de gds nitrogénio previamente borbulhado em &4gua destilada contida em um
umidificador, que logo apds passava por um disco de vidro sinterizado com a finalidade de
formar a coluna de bolhas e espuma através do caldo fermentado.

A vazdo do gas pressurizado foi controlada manualmente por uma vélvula agulha
inserida na tubulacdo e medida por um rotametro da marca Aaborg Intruments, com uma faixa
de leitura variando de 0 até 100 mL/min. E as amostras retiradas da coluna foram coletadas
acima do disco de vidro sinterizado através de um canalito.

Na coluna de espuma, localiza-se um tubo acentuado o qual favorecia o decaimento
da espuma, sendo a mesma direcionada a um recipiente de vidro que servia como reservatorio
da espuma contendo um quebrador de espuma formado por uma haste com duas pids com o
intuito de quebrar a espuma nela contida. A haste era alimentada por um motor ao qual se
pode mudar a rotagdo manualmente. O liquido resultante da ruptura decorrente do quebrador
de espuma foi entdo coletado para posterior andlise. A Figura 3.1 demonstra o aparato

utilizado para o fracionamento da surfactina em coluna de bolhas e espuma.

Funil de decantagio

e
Tubo acentuado
i
. B Quebrador de espuma
Coluna de oo
espuma '
-
&
I |
- " L a,-'
ik == Circulacioda dgua W =7

Banho termostatico

Cioluna de liguidao

Rotdmetro
i

Gas Mitrogénio

e

Umidificador

Figura 3.1: Aparato experimental utilizado no fracionamento de surfactina em coluna de
bolhas e espuma operada de modo semi-batelada.
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3.5 Operacao da coluna de fracionamento

Os experimentos ocorriam com a transferéncia de 400 mL de solucdo de surfactina
semi purificada, preenchendo a coluna do liquido com 51 cm de altura. Apds essa introdugao
da solucdo de surfactina, aguardava-se que o mesmo atingisse o equilibrio térmico medido
com o auxilio de um termdmetro. Quando essa solucdo atingia a temperatura desejada (15, 25
ou 35° C), foi liberado o gés nitrogénio umidificado através da base da coluna com diferentes
vazodes (20, 40 ou 60 mL/min).

Ap6s um certo intervalo de tempo da introdugdo de gds, ocorria o surgimento de
bolhas devido a passagem do gas pelo vidro sinterizado na base da coluna, ascendendo assim
na coluna de liquido. O tempo quando essas bolhas atingia o dpice da coluna de liquido foi
medido por cronometro e através de crondometro, obtendo-se assim uma coluna de bolhas. As
amostras foram entdo coletadas em intervalos de tempos regulares de 5 minutos, com a
retirada de 5 mL de amostra usando de um canaliculo préximo ao disco de vidro sinterizado.

As bolhas de géds ao sairem da coluna de bolhas provocavam o surgimento de uma
coluna de espuma. A espuma formada era arrastada pelo gis e quando a mesma atingia o topo
da coluna de fracionamento, coletava-se a amostra liquida resultante da quebra da espuma em
funcdo do tempo em intervalos pré-estabelecidos de 5 minutos.

A obteng¢do do produto de topo se dava pela ruptura das células de espuma que
deixava a coluna, devido a acdo do agitador instalado no interior do recipiente de vidro, local
sob a qual a espuma era despejada. As amostras do produto de topo e da solug¢do de surfactina
presente na coluna de bolhas eram coletadas em frascos apropriados e liam-se suas respectivas
tensoes superficiais a 26° C. Apds o término das leituras, as amostras eram descartadas.

A corrida experimental foi finalizada quando se observava que a solu¢do nao mais
formava uma coluna de espuma, ou seja, impossibilitando manter a sustentacdo da coluna de
espuma até o topo, para a mesma vazdo de gids. A partir de entdo, interrompia-se o
fornecimento de gis para a coluna e desligava-se o motor que impulsionava o agitador.

Ao final de cada experimento, retirava-se a solucdo remanescente na coluna de
fracionamento e todo o aparato experimental era lavado duas vezes com dgua destilada e

finalmente enxaguada com dgua Milliq.
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3.6 Quantificacao das amostras coletadas da coluna de bolha e espuma

As amostras coletadas tanto na coluna de bolhas quanto da espuma foram analisadas
por tensiometria. As leituras foram realizadas a uma temperatura de 26° C no tensiometro
(Attension Sigma 700), pelo método da placa (Platinum Wilhelmy Plate). As amostras quando
necessdario foram diluidas com 4gua deionizada para que as medidas das tensdes se
enquadrassem na faixa da curva de calibragao.

Para a medic@o das amostras, 1 mL da amostra (quando necessario) era diluido em
24 mL de 4gua deionizada e transferida para uma cubeta de vidro e introduzia-se no
tensidmetro, ja calibrado com dgua destilada. E logo apds eram realizadas a medida de tensao
superficial em mN/m, as quais foram convertidas a concentracdo utilizando a curva analitica

de calibragao da surfactina.
3.7 Desempenho do fracionamento de espuma
O desempenho do fracionamento em coluna de bolhas e espuma foi observado por

meio da determina¢do do enriquecimento e da recuperacao da surfactina na espuma para cada

tempo, as equagOes utilizadas para tal andlise sdo:

¢ 4
Enriquecimento =C_L 4
E
Recuperacdo = (M I‘iEM ) x 100% (5)
E L

Onde: Cg € a concentragdo do biossurfactante na espuma;
CL a concentracao inicial no liquido;
Mg € a massa do biossurfactante na espuma;

M, a massa inicial do biossurfactante.
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3.8 Curva de calibracao da surfactina padrao de Bacillus subtilis

Uma suspensdo de surfactina padrdao com grau de pureza > 98 % foi preparada em
uma concentra¢io de 20 mg/L. A solugdo foi posteriormente agitada durante 24 h em agitador
magnético (Quimis) e mantida em banho termostatizado (Nova Etica) a uma temperatura de
45° C. Durante o intervalo de 12 h de agitacdo, a suspensao foi sonicada por 35 min, com o
intuito de acelerar a solubilizacdo da surfactina.

A partir dessa solucdo, foram realizadas dilui¢des sucessivas variando-se de 0 a 20
mg/L. de surfactina, as quais, mediram-se suas respectivas tensdes superficiais, a 26°C,
adotando-se o método da Placa (Platinum Wilhelmy Plate) para andlise da tensdo superficial,
no tensidometro (Attension Sigma 700). Entdo, obteve-se a curva de calibragdo que relaciona a

tensdo superficial de surfactina, dada mN/m, com a sua concentragdo, expressa em mg/L.
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Capitulo 4

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

No presente capitulo serdo apresentados, analisados e discutidos os resultados

obtidos no fracionamento de surfactina em coluna de bolhas e espuma.

4.1 Analise estatistica das varidveis em funcao da recuperaciao média (Ry%) e

enriquecimento médio (Ey) da surfactina

Na andlise estatistica das varidveis estudadas no processo de fracionamento de
surfactina em coluna de bolhas e espuma foi realizado em planejamento fatorial 2° com 3
pontos centrais, totalizando 11 ensaios experimentais. O qual teve como objetivo investigar a
influéncia das varidveis independentes como concentra¢do inicial de surfactina (niveis: 266,6,
425 e 569,7 mg/L), temperatura de operacdo da coluna (niveis: 15, 25 e 35 °C) e vazdo
volumétrica de gas (niveis: 20, 40 e 60 mL/min), e duas varidveis respostas o enriquecimento
médio (Ey) e recuperacdo media (Ry%) da surfactina produzida pelo Bacillus sp TP 001.

A matriz de experimento (Tabela 4.1) apresenta as respostas para recuperacao média
(Rpm%) e enriquecimento médio (Ey) por meio da combinagdo dos niveis de fatores, na forma
real e codificada. As varidveis estudadas no processo de fracionamento em coluna de bolhas e
espuma sao representadas na matriz por X; (Vazdo volumétrica do gis), X, (Concentracao
inicial de surfactina) e X3 (Temperatura).

Na Tabela 4.1 observou-se que os pontos centrais para as respostas de recuperacao
média (Ry%) e enriquecimento médio (Ey;) apresentaram pouca variagdo, indicando boa
reprodutibilidade do processo, pois, o desvio padrao foi baixo com valor de 0,12.

Verificou-se que para a menor concentracdo de surfactina (266,6 mg/L), temperatura
de 35°C e baixa vazao de gas (20 mL/min) o enriquecimento médio foi mais elevado (47,14
vezes) e na recuperacdo média do biossurfactante obteve-se 98,69 %, ao contrdrio das
condic¢des de vazao (60 mL/min), temperatura de 35° C e concentragcao de 569,7 mg/L onde o
enriquecimento médio foi menos significativo (3,71 vezes) e a recuperacdo média foi de
83,10%, esses resultados evidenciam que as condi¢des operacionais (vazdo, concentragdo e
temperatura) utilizadas no processo de fracionamento da surfactina influenciaram nos
resultados do enriquecimento médio (Ey) ao contrario.da recuperacdo média (Ry%)

observando que somente a vazdo foi significativa para o processo.
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Demonstrando assim que o valor de recuperagdo média da surfactina foi maior e o

enriquecimento médio da surfactina no presente trabalho esta em concordincia com a

literatura, como no caso de DAVIS et al. (2001), que obteve cerca de 97,1% de recuperacdo

de surfactina e valores de enriquecimento entre 2,3 a 51,6 % em sistema sem integracao e

com isencdo de células, formado apenas por uma coluna de fracionamento utilizando o

microorganismo Bacillus subtilis. Em outro trabalho desenvolvido por CHEN et al. (2006),

em um sistema integrado a recuperacao foi de 92,3 % e o enriquecimento de 50 vezes.

Tabela 4.1: Delineamento experimental dos valores de Recuperacdo média (Ry%) e

Enriquecimento médio (Ey) de acordo com um fatorial 23 (varidveis codificadas e valores

reais).
Niveis codificados Niveis reais Respostas

Fatores X X5 X3 Em Rm

Ensaio X X, X3 (mL/min) (mg/L) ®) (%)
1 -1 -1 1 20 266,6 15 28,94 97,32
) 1 -1 1 60 266,6 15 5,28 84,78
3 -1 1 1 20 569,7 15 8,73 95,73
4 1 1 1 60 569,7 15 5,54 86,55
5 -1 -1 1 20 266,6 35 47,14 98,69
6 1 -1 1 60 266,6 35 6,55 89,43
7 -1 1 1 20 569,7 35 14,05 95,98
8 1 1 1 60 569,7 35 3,71 83,10
9 0 0 0 40 425,0 25 3,64 90,84
10 0 0 0 40 425,0 25 3,81 91,13
11 0 0 0 40 425,0 25 3,68 89,68

X;: VAZAO VOLUMETRICA DO GAS (mL/min)
X,: CONCENTRACAO INICIAL DE SURFACTINA (mg/L)

X3: TEMPERATURA (°C)
(Ry%): RECUPERACAO MEDIA
(Em): ENRIQUECIMENTO MEDIO
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Os valores da andlise de variancia (ANOVA) foram gerados pelo programa Statistic
(versdao 7). A influencia dos niveis estudados sobre as respostas enriquecimento médio e
recuperacao média de surfactina em coluna de bolhas e espuma sao mostrados nas Tabelas 4.2
e 4.3, respectivamente.

Analisando-se a Tabela 4.2 (Andlise da variancia), verificou-se que para o
enriquecimento médio (Ey) todas as varidveis e interagdes foram significativas, indicando

uma relevancia de nivel de confianga em 99%, ja que os valores de p < 0,1.

Tabela 4.2: Anélise da variancia (ANOVA) para o enriquecimento médio da surfactina

Fator Soma dos Graus de Quadrado F p
quadrados liberdade médio
(1) Xy(L) 756,216* 1* 756,2161% 13447,83* 0,000074*
(2) X,(L) 390,322* 1* 390,3218%* 6941,11* 0,000144*
(3) X5(L) 65,895* 1* 65,8952* 1771,82% 0,000852*
X1(Q) 260,511* 1* 260,5110* 4632,68%* 0,000236*
I1Lcom2L 321,565* 1* 321,5648* 5718,40%* 0,000175*
ILcom3L 72,481% 1* 72,4808%* 1288,93* 0,000775*
2Lcom3L 31,920% 1* 31,9200%* 212,61* 0,004670*

Onde: (1) vazio;
(2) concentracao;
(3) temperatura;
(L) modelo linear;
(Q) modelo quadrético;
*Significancia a 99%;
R2=10,99374.

Na Tabela 4.3 (Andlise de variancia para recuperacdo média) somente a varidvel
vazdo (X) foi significativa ao nivel de 99%, devido p < 0,1 ao contrario das demais varidveis

X, e X3 e suas interagdes com resultados de p > 0,1.
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Tabela 4.3: Anélise da variancia (ANOVA) para a recuperagdo média da surfactina

Fator Soma dos Quadrado F p
quadrados médio
(1) Xy(L) 240,4625% 240,4625* 27,67105* 0,034291*
(2) Xa(L) 9,8125 9,8125 1,12916 0,399291
(3) X3(L) 0,9940 0,9940 0,11439 0,767405
X1(Q) 3,1360 3,1360 0,36087 0,609031
ILcom2L 0,0085 0,0085 0,00097 0,977956
ILcom3L 0,0221 0,0221 0,00254 0,964404
2Lcom3L 10,6261 10,6261 1,22279 0,384030

Onde: (1) vazao;
(2) concentragao;
(3) temperatura;
(L) modelo linear;
(Q) modelo quadrético;
*Significancia a 99%;
R2=0,9793.

As Figuras 4.1 e 4.2 (ambas Graficos de Pareto para enriquecimento médio (Ey) e

recuperacdo média (Ry%), respectivamente) evidenciam a significincia das varidveis

conforme resultado na analise de varidncia (ANOVA).

A Figura 4.1 mostra o Gréafico de Pareto para o enriquecimento médio (Ey), sendo
possivel observar que as varidveis X, (vazdo), X, (concentracdo), X3 (temperatura) e suas
interagdes foram significativas ao nivel de confianca de 99%, convém ressaltar que a vazao
(X)) demonstrar ser a varidvel mais significativa para o processo. A Figura 4.2 mostra o
Grifico de Pareto para recuperagdo média (Ry%), sendo possivel observar que somente a

vazdo (X;) foi significativa a 99% ao contrdrio das outras varidveis e interacdes nao

significativas para o processo.
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Figura 4.1: Grafico de Pareto para o enriquecimento médio da surfactina.

Onde: (1) vazdo, (2) concentragdo, (3) temperatura, *Significancia a 99%.
(L) modelo linear, (Q) modelo quadrético.

Figura 4.2: Grafico de Pareto para a recuperagdo média (Ry%) da surfactina.
Onde: (1) vazdo, (2) concentragdo, (3) temperatura, *Significancia a 99%.
(L) modelo linear, (Q) modelo quadrético.

As superficies de resposta sdo apresentadas nas Figuras 4.3, 4.4 e 4.5 para o

enriquecimento médio da surfactina, e demonstram a relagao entre os efeitos estudados. De

acordo com a superficie de resposta (Figura 4.3) pode-se afirmar que a melhor regido para o

enriquecimento médio referente a vazdo e a concentracdo, encontra-se em vazdes

volumétricas de gas << 40 mL/min e concentra¢des de surfactina << que 400 mg/L, ou seja,

na menor vazao volumétrica do gas no caso 20 mL/min e na menor concentracdo de 266,6

mg/L, obteve-se um enriquecimento maximo de surfactina de 47,14.

Na Figura 4.4, pode-se afirmar que a melhor regido para o enriquecimento médio

referente a vazdo e a temperatura, encontra-se na menor vaziao no caso 20 mL/min e uma

ampla faixa de temperatura. Para a Figura 4.5, observa-se que a melhor regido esta situada em

uma menor concentragao de 266,6 mg/L e uma ampla faixa de temperatura.
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Figura 4.3: Superficie de resposta para o enriquecimento médio da surfactina com a interacao
da vazao com a concentracao.
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Figura 4.4: Superficie de resposta para o enriquecimento médio da surfactina com a intera¢ao
da vazdo com a temperatura.
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Figura 4.5: Superficie de resposta para o enriquecimento médio da surfactina com a interacdo
da concentragdo com a temperatura.
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A superficie de resposta para recuperacdo média (Ry%) sdo apresentadas nas Figuras
4.6, 4.7 e 4.8; as quais apresentam a relacdo entre os efeitos estudados. De acordo com a
superficie de resposta (Figura 4.6) pode-se afirmar que a melhor regido para recuperacao
média da surfactina referente a vazdo e a temperatura, encontra-se em vazdes abaixo de 40

mL/min e em ampla faixa de temperatura variando de 15 a 35°C, ou seja, a variacdo da

temperatura nao influencia a recuperagao quanto a vazao.

Na Figura 4.7, pode-se afirmar que a melhor regido para a recuperacdo média da
surfactina referente a interagdo vazdo e a concentragdo, encontra-se na menor vazao no caso
20 mL/min e ampla faixa de concentracdo de 269,9 a 569,7 mg/L que ndo influéncia na

recuperacdo. Para a Figura 4.8, observa-se que a melhor regido esta situada em menores

concentracdo de 400 mg/L e faixa de temperatura maiores que 15°Ce com isso essas

varidveis ndo influenciam na recuperacao.

(i DYV ELINER

Figura 4.6: Superficie de resposta para recuperacdo média da surfactina com a interacdo da
vazao com a temperatura.
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Figura 4.7: Superficie de resposta para recuperacdo média da surfactina com a interacdo da
vazao com a concentracao.
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Figura 4.8: Superficie de resposta para recuperagdo média da surfactina com a interagdo da

concentragﬁo com a temperatura.

Portanto, de acordo com a andlise estatistica para determinacdo das possiveis
varidveis que afetam o processo de fracionamento de surfactina em coluna de bolhas e
espuma, observou-se que a menor concentragdo (266,6 mg/L), a maior temperatura (35°C) e a

menor vazdo (20 mL/min) teve uma recuperacdo e enriquecimento médio de surfactina em
98,69% e 47,14, respectivamente.

4.2 - REDUCOES DA CONCENTRACAO DE SURFACTINA NA COLUNA DE
LIiQUIDO

Observa-se por meio das Figuras 4.9 a 4.17 a variagdo da concentragdo de surfactina
na coluna de liquido. Durante os primeiros 5 min das corridas experimentais ocorreu um
pequeno decréscimo da concentracdo de surfactina em relacdo ao segundo ponto de coleta da
coluna de liquido em todos os experimentos. A partir do que foi observado provavelmente
durante esse intervalo de tempo ocorreram altas taxas de rompimento das bolhas que eram
iniciadas na formacao da coluna de espuma, ou seja, a surfactina que é adsorvida na coluna de
liquido pela interface gas-liquido retorna para coluna de liquido drenado por meio da coluna
de espuma. Nesse intervalo de tempo o sistema de separacdo encontra-se ainda numa fase

preliminar de estabilizacdo. Apods este periodo de estabilizacdo a quebra de bolhas diminui na
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coluna de espuma, e observa-se uma diminui¢ao progressiva da concentracdo do tensoativo na
coluna liquida, esse fato deve-se a menor quebra de bolhas resultando em uma adsorcdo da
surfactina na superficie da bolha.

Logo apdés o segundo ponto de coleta verificou-se que a surfactina estava sendo
removido da coluna de liquido a uma taxa maior devido a menor quebra de bolhas, ou seja,
nesse intervalo de tempo ocorreu uma maior remoc¢do do tensoativo devido ao gradiente de
concentracao existentes entre a interface gés liquido e o seio da solucao.

Em um estudo descrito por ROSA et al. (2007) no fracionamento de albumina de
soro bovino em colunas de bolhas e espuma, a proteina contida na coluna de liquido também
foi adsorvida na interface gas-liquido a uma taxa maior apds um certo intervalo de tempo.

Observa-se também em todas as corridas experimentais a estabilizacdo da redugao da
concentracdo de surfactina em um determinado tempo, pressumise que essa estabilizacdo
esteja relacionada com a concentra¢ao micelar critica (ISHIGAMI et al., 1995).

Em relacdo as varidveis utilizadas no experimento vazao superficial do gés (20, 40
ou 60 mL/min), temperatura (15, 25 ou 35° C) correlacionadas com a concentragdo inicial de
surfactina (266,6, 425 ou 569,7 mg/L), observou-se que com o aumento da vazdo superficial
de gds maiores eram as taxas de reducdo de surfactina na coluna de liquido, esse fato ocorre
devido a um maior arraste de solucdo liquida nos intersticio da espuma; maior quantidade de
bolhas geradas pelo aumento da vazao, e consequentemente mais adsor¢ao de surfactina
superficie da bolha.

De acordo com KHALESI er al. (2013), um aumento na taxa de fluxo de ar acarreta
em um maior transporte de liquido no interior da espuma. Como também a adsor¢cdo de
biossurfactante devido a maior area superficial oriunda das bolhas de gias (LINKE &
BERGER, 2011).

Foi possivel observar que a quantidade de coletas do liquido estdo relacionada com
os valores de vazdo (20, 40 ou 60 mL/min) utilizadas nos experimentos € com as
concentracdes (266,6, 425 ou 569,7 mg/L), pois quanto maior a vazdo volumétrica de gas
menos nimero de pontos de coletas foram realizados, ao passo, que para menores vazdes
volumétricas de gds ocorreu maior nimero coletas, quanto a concentracdo percebe-se que
utilizando os mesmos valores de vazdes, o nimero de coletas dependem da concentracdo de

surfactina na coluna de liquido.
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Figura 4.9: Variacdo da concentracio de surfactina na coluna de liquido com o tempo (C; =
266,6 mg/L; Q =20 mL/min; T =35 °C).
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Figura 4.10: Variacio da concentragdo de surfactina na coluna de liquido com o tempo (C; =
266,6 mg/L; Q =20 mL/min; T = 15 °C).
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Figura 4.11: Variacdo da concentragdo de surfactina na coluna de liquido com o tempo (C; =
266,6 mg/L; Q = 60 mL/min; T =35 °C).
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Figura 4.12: Variacdo da concentragdo de surfactina na coluna de liquido com o tempo (C; =
266,6 mg/L; Q = 60 mL/min; T =15 °C).
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Figura 4.13: Variacdo da concentragdo de surfactina na coluna de liquido com o tempo (C; =
425,0 mg/L; Q =40 mL/min; T =25 °C).
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Figura 4.14: Variacdo da concentrac@o de surfactina na coluna de liquido com o tempo (C; =
569,7 mg/L; Q =20 mL/min; T = 35 °C).
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Figura 4.15: Variacdo da concentragdo de surfactina na coluna de liquido com o tempo (C; =
569,7 mg/L; Q =20 mL/min; T =15 °C)
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Figura 4.16: Variacio da concentragdo de surfactina na coluna de liquido com o tempo (C; =
569,7 mg/L; Q = 60 mL/min; T = 35 °C).
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Figura 4.17: Variacio da concentragdo de surfactina na coluna de liquido com o tempo (C; =
569,7 mg/L; Q = 60 mL/min; T =15 °C).

Em relagcdo ao volume final de solu¢do contida na coluna de liquido (Tabela 4.4) ao
fim do processo, ressaltando que o volume inicial na coluna de liquido foi de 400 mL de
solucdo de surfactina, observou-se que a maior vazao volumétrica de gas (60 mL/min)
ocasiona um menor volume de solucdo final na coluna de liquido, ou seja, quanto maior a
vazdo volumétrica de gis mais solugdo € arrastada da coluna de liquido, através do transporte
de solucdo liquida nas bolhas de gds, e, portanto maior arraste de surfactina presente na
coluna de liquido, ao contrario de quando utilizado a menor vazao volumétrica de gas ( 20
mL/min) resultando em um maior volume de solu¢do na coluna de liquido, decorrente do
maior tempo de residéncia das bolhas na espuma que favorecem a drenagem do liquido nos
intersticios da espuma. Quanto a temperatura € possivel verificar que quanto maior a
temperatura mais liquido é drenado da espuma, tornando a espuma seca, pressumise que o
aumento da temperatura favorece a menor viscosidade do liquido, e portanto maior drenagem

do liquido nos intersticio da espuma.
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Tabela 4.4: Valores de solucdo que permanecem na coluna de liquida ao fim do processo

Vazao vol. Concentracao Temperatura Volume final de solucao na
(mL/min) (mg/L) O coluna de liquido (mL)
266.6 15 310,0
20 35 315,0
569,7 15 290,0
35 317,0
40 425 25 241,66
60 35 195.,0
5697 15 210,0
35 235,0

*Experimento em Triplicata

4.3 VARIACAO DA CONCENTRACOES DE SURFACTINA NA ESPUMA

As Figuras 4.18 a 4.26 demonstram os resultados obtidos para surfactina contida na
espuma em diferentes condi¢des experimentais (Concentragao inicial da surfactina em 266,06,
425 ou 569,7 mg/L, vazao volumétrica de gas em 20, 40 ou 60 mL/min e temperatura de
operacdo da coluna de fracionamento em 15, 25 ou 35° C).

Observou-se a partir das Figuras 4.18 a 4.26, que quando aplicado a maior vazao
volumétrica de gas (60 mL/min), o primeiro ponto da coleta teve uma concentracdo de
surfactina maior em relacdo ao ponto posterior, uma possivel explicacdo para este fato pode
ser em decorréncia do maior rompimento das bolhas presentes na coluna de espuma,
favorecendo assim a liberacdo da surfactina adsorvidas na interface gas — liquido, uma vez
que em altas vazdes ocorre ocorrem um maior arraste de soluc¢do liquida aumentando assim a
concentracdo de surfactina nos intersticio da espuma, enquanto que para a menor vazao
volumétrica de gis (20 mL/min), notou-se 0 oposto, ou seja, o primeiro ponto de coleta teve a
menor concentracdo de surfactina em relagcdo ao segundo ponto.

Observa-se ainda que a variagdo da concentracdo de surfactina nas corridas
experimentais sdo decorrentes da quebra das bolhas presentes na coluna de espuma, ou seja,

quanto maior a quebra de bolhas menor serd a concentracdo de surfactina em determinado
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ponto, como no caso da Figura 4.18, no qual a concentracdo de surfactina foi menor no tempo

de 55 min.
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Figura 4.18: Variacdo da concentragdo de surfactina na espuma com o tempo (C; = 266,6
mg/L; Q =20 mL/min; T = 35 °C).
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Figura 4.19: Variacdo da concentragdo de surfactina na espuma com o tempo (C; = 266,6
mg/L; Q =20 mL/min; T = 15 °C).
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Figura 4.20: Variacdo da concentracdo de surfactina na espuma com o tempo (C; = 266,6
mg/L; Q = 60 mL/min; T =35 °C).
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Figura 4.21: Variacdo da concentragdo de surfactina na espuma com o tempo (C; = 266,6
mg/L; Q = 60 mL/min; T = 15 °C).
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Figura 4.22: Variacdo da concentracdo de surfactina na espuma com o tempo (C; = 425
mg/L; Q =40 mL/min; T =25 °C).
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Figura 4.23: Variacdo da concentracdo de surfactina na espuma com o tempo (C; = 569,7
mg/L; Q =20 mL/min; T = 35 °C).
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Figura 4.24: Variacdo da concentracdo de surfactina na espuma com o tempo (C; = 569,7
mg/L; Q =20 mL/min; T = 15 °C).
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Figura 4.25: Variacdo da concentrag@o de surfactina na espuma com o tempo (C; = 569,7
mg/L; Q = 60 mL/min; T =35 °C).
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Figura 4.26: Variacdo da concentragdo de surfactina na espuma com o tempo (C; = 569,7
mg/L; Q = 60 mL/min; T =15 °C).

Observando-se a Tabela 4.7, foi possivel verificar que quando aplicado a maior
vazdo volumétricas de gds (60 mL/min), os valores de concentragdo média de surfactina ao
fim do experimento na espuma variaram de 1,41 a 3,16 g/L, ao passo que para a menor vazao
volumétricas (20 mL/min) utilizada no estudo, a variagdao da concentracdo média da surfactina
na espuma foi de 4,97 a 12,57 g/L, demonstrando assim que os valores de concentragdo média
da surfactina na espuma ao fim do processo foram mais notdveis em menor vazao volumétrica
de gés no presente estudo a 20 mL/min, ou seja, menores vazdes volumétricas de gés
diminuem a quantidade de solu¢do arrastada da coluna de liquido pelas bolhas de gas. Uma
explicacdo para este fato decorre que em menores vazdes de gis a espuma € seca devido o
tempo de residéncia das bolhas contidas na espuma serem mais elevados, permitindo assim
uma maior drenagem do liquido contido na espuma, e resultando em uma maior concentracao

de surfactina (BOONYASUWAT et al., 2003).

No tocante ao efeito da temperatura na concentracdo média de surfactina na espuma
no fim do processo (Tabela 4.5), verificou-se que a maior concentracdo de surfactina na
espuma ocorreu a 35°C, uma explicacdo para esse resultado esta no que foi apresentado no
trabalho de SANTANA er al. (2003) através do efeito da temperatura na viscosidade da

solucdo, facilitando a drenagem do liquido intersticial na espuma.
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Tabela 4.5: Concentracdo média da surfactina ao fim da corrida experimental.

Vazao vol. Concentracio Temperatura  Concentracao média da
(mL/min) (mg/L) (0] Surfactina ao fim do
experimento (g/L)

266.6 15 7.71
20 35 12,57
569,7 15 4,97
35 8,00

40%* 425 25 1,51+0,08
266.6 15 1,41
60 35 1,75
569.7 15 3,16
35 2.11

*Experimento em Triplicata

Por meio dos dados experimentais foi possivel verificar que o fracionamento de
surfactina em coluna de bolhas e espuma em termos ambientais é um processo de baixo custo
econdmico e operacional, uma vez que utiliza pouca energia para realizacdo do processo € o
manuseio operacional é simples. A metodologia empregada apresenta indices de recuperagao
média alta e enriquecimento médio em concordancia com os resultados (98,69% e 47,14

vezes, respectivamente) quando comparados a literatura.
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Capitulo 5

5 CONCLUSOES

Baseando-se nas andlises dos resultados pode-se concluir que o fracionamento em coluna

de bolhas e espuma utilizando Bacillus sp ITP 001 apresentou uma recuperacio e enriquecimento

médio elevado. Neste sentido conclui-se que:

v' Na andlise estatistica do planejamento experimental, foi verificado que para o

enriquecimento médio a vazdo, concentracdo e temperatura foram significativas e para
recuperagdo média somente a vazdo foi significante, ambas ao nivel de confianca de

99%.

Os maiores valores de enriquecimento médio (47,14 vezes) e recuperacao média de
98,69% de surfactina foram obtidos na maior temperatura (35°C), menor vazao
volumétrica de gds (20 mL/min) e menor concentracdo inicial de surfactina (266,6

mg/L).

Através da andlise de surfactina na coluna de liquido ao fim do experimento observou-
se solucdes com baixa concentracdo de surfactina e espuma concentrada em todos os

experimentos;

Os maiores valores de concentracdo média da surfactina na espuma variaram de 4,97 a

12,57 g/l na vazdo de 20 mL/min.

Com isso, pode-se afirmar que o trabalho mostra a eficidcia em concentrar / recuperar

a surfactina através da técnica de fracionamento em coluna de bolhas e espuma utilizando o

Bacillus sp ITP 001.
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8 APENDICE

Apéndice A: Curva analitica da surfactina padrao

Para obtencdo da curva analitica da surfactina padrao foram determinadas
concentracdes de surfactina a partir do método da placa. Na Tabela 8.1 sdo apresentados os

dados utilizados para a obten¢do da curva analitica.

Tabela 8.1. Curva de calibracdo para determinacao da concentragdo de surfactina através de
medidas de tensao superficial.

C (mg/L) C (mol/mL) C (mol/cm3)  Tensao superficial

(mN/m)

1 9,65251E-10 -20,76 64,415

2 1,9305E-9 -20,07 63,330

4 3,861E-9 -19,37 56,788

6 5,79151E-9 -18,97 54,115

8 7,72201E-9 -18,68 49,024

12 1,1583E-8 -18,27 47,575

16 1,5444E-8 -17,99 41,994

20 1,9005E-8 -17,76 38,844

Dado: C - Concentragdao

Obtendo-se assim a curva de calibracdo (Figura 8.1) através da tensdo superficial

(mN/m) versus LnC (mol/cm3).
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Figura 8.1: Curva de calibracio da surfactina padrao
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A curva analitica da surfactina padrao foi dada por:

y=-10,385x -144,27 (6)
R?=0,9782

Onde: y e representa a tensdo superficial (em mN/m).
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