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RESUMO

A sustentabilidade se mostra como uma das atuais ferramentas contra 0s
inameros problemas ambientais, originados através dos mecanismos de interacdes
humanas com a natureza para a produgdo de bens de consumo. Dentro desse
idealismo surge a biotecnologia, um segmento tecnolégico sustentavel,
apresentando um novo formato na produgéo de surfactantes. S&o os denominados
Biossurfactantes, compostos quimicos de origem microbiolégica de grande
importancia para a sociedade atual, envolvendo setores como: industrias de
cosmeéticos; limpeza; petréleo; alimentos; téxtil, entre outras. Sendo a surfactina um
dos mais pesquisados e que apresenta excelente potencial industrial, apesar de n&o
existir nenhum processo consolidado em escala industrial. Suas vantagens em
relagdo aos surfactantes oriundos de derivados do petréleo vao além da eficiente
atividade superficial e interfacial, atingindo altas faixas de tolerancia a temperatura,
pH e forca ibnica, biodegradabilidade e baixa toxicidade, o que o transforma numa
Otima opgdo sustentavel. Demonstrando, assim, potencial aplicagdo como
emulsificante, solubilizante, inibidor de corrosdo, espessante, etc. Porém, o alto
custo de producdo ainda é a principal barreira na competicdo comercial com os
surfactantes convencionais, sendo necessarios estudos em escala de laboratdrio e
piloto, aplicando-se melhor dimensionamento e otimizagdo do processo, aplicagéo
de matérias-primas e processos de purificacdo do produto final, economicamente
viaveis. Este trabalho teve como intuito reunir informacdes sobre as pesquisas ja
efetuadas na producéo de surfactina em escala de laboratério, analisando o desde o
condicionamento do microrganismo até a cinética da fermentacdo e os processos
aplicados na purificagdo do biossurfactante. Sendo que, a cada fase do processo,
foram efetuados comparativos com contetdos teoricos referentes a processos
fermentativos mais aplicados atualmente. Abordando-se, ainda, fundamentos
tedricos de Scale up para uma possivel prospeccdo de producdo em potenciais
industriais.

Palavras-chave: Sustentabilidade. Biotecnologia. Biossurfactantes. Surfactina.
Sacale-up.



ABSTRACT

The Sustainability shown as a current tools against numerous environmental
problems originated by the mechanisms of human interactions with nature for the
production of consumer goods. Within this idealism biotechnology, sustainable
technology sector arises, presenting a new format in the production of surfactants.
Biosurfactants are denominated, chemical compounds of microbiological origin of
major importance to modern society, involving sectors such as cosmetics industries,
cleaning, oil, foodstuffs, textile industry and others. Surfactin being one of the most
researched and has excellent industrial potential, although no consolidated process
on an industrial scale does not exist. Their advantages compared to surfactants
derived from petroleum beyond the efficient surface and interfacial activity, reaching
high tolerance ranges temperature, pH and ionic strength, biodegradability and low
toxicity, which makes it a great sustainable option, demonstrating potential
applications as an emulsifier, solubilizer, corrosion inhibitor, thickener. However, the
high cost of production is still the main barrier in commercial competition with
conventional surfactants, studies are needed on a laboratory scale and pilot, applying
best design and process optimization, application of materials and processes for the
purification of final product, economically viable. The present study aimed to gather
information on the studies already conducted as Surfactin production on a laboratory
scale, analyzing from the conditioning of the organism to the fermentation kinetics
and processes applied in the purification of the biosurfactant. Since every stage of
the process, were made comparison with theoretical content related to fermentation
processes currently applied more. Is approaching, still, theoretical foundations of
Scale up to a possible prospect for potential industrial production.

Keywords: Sustainability. Biotechnology. Biosurfactants. Surfactin. Scale up.
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1 INTRODUCAO

Sem duvida, os surfactantes sdo um dos compostos quimicos mais
importantes para o homem. O mesmo esta presente em Varios setores industriais
como, por exemplo: na industria de produtos de limpeza (sabdes e detergentes),
petroleo, alimentos, cosméticos e produtos higiene, téxtil, 6leos, entre outras.

A produgdo mundial de surfactantes excede 3 milhdes de toneladas por ano.
(BANAT, 2000 apud NITSCHKE; PASTORE, 2002). Como a grande maioria dos
surfactantes disponiveis comercialmente é sintetizada a partir de derivados de
petroleo, o crescimento da preocupacdo ambiental entre os consumidores,
combinado com novas legisla¢des de controle do meio ambiente levou a procura por
surfactantes naturais como alternativa aos produtos existentes. (NITSCHKE;
PASTORE, 2003). Assim, os problemas ambientais oriundos das praticas comerciais
e industriais repercutem nos meios de comunicagdo e, consequentemente, coloca a
preservacdo do meio ambiente na agenda de prioridades imediatas. Com isso, 0
ideal de sustentabilidade entra em cena relacionando as atividades humanas e seus
mecanismos de intera¢c&o ou produgéo de bens com a natureza.

Dessa forma, a biotecnologia surge como uma ferramenta sustentavel contra
os problemas ambientais causados pelos surfactantes derivados do petréleo, sendo
amplamente aplicada nas pesquisas de desenvolvimento dos biossurfactantes.
Sendo esta, uma importante ferramenta de sustentacdo de uma moderna revolugéo
agricola e industrial e a chave de retomada do crescimento, alavancando o pleno
desenvolvimento do Brasil (BRASIL, 2010a).

Segundo Banat et al. (2000 apud ARAUJO, 2013), os compostos de origem
microbiana que apresentam propriedades surfactantes como a diminuigdo da tenséo
superficial e alta capacidade emulsificante, sdo denominados biossurfactantes e
consistem em subprodutos metabodlicos de bactérias, fungos filamentosos e
leveduras.

Os lipopeptideos s&o os mais estudados atualmente, pois apresentam grande
potencial industrial. A surfactina, como € usualmente chamado, um dos
biossurfactantes anidnicos mais potentes produzidos a partir de Bacillus subtilis.
Dentre a diversidade de composi¢do quimica e propriedades dos biossurfactantes,

algumas caracteristicas sdo comuns e agregam vantagens sobre os surfactantes
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sintetizados a partir do petroleo, como a atividade superficial e interfacial, tolerancia
a temperatura, pH e for¢a idnica; biodegradabilidade e baixa toxidade. (Nitschke e
Pastore, 2002)

O processamento da surfactina € constituido, basicamente, do
condicionamento do microrganismo no processo de preparo da cultura e do meio
(“Upstream Processes”); posteriormente o meio € direcionado ao Biorreator no qual
ocorre a biotransformacéo e, por fim, os processos de separagéo e purificagdo do
produto (“Downstream Processes”). Schmidell (2001) destaca que 0 sucesso
fermentativo depende basicamente do microrganismo utilizado, do meio de cultura, a
forma de conducgéo do processo e as etapas de recuperagédo do produto, e declara
ainda que essas etapas interagem intensamente sendo necessario descrevé-las de
forma conjunta e levando em consideragéo os aspectos bioldgicos e econémicos.

Dessa forma, o trabalho teve o intuito de reunir informacdes do
processamento desse potente biossurfactante em escala de laboratério, analisando
o0 condicionamento do microrganismo, a cinética apresentada na etapa de
fermentacéo e, ainda, os métodos aplicados na recuperacdo do produto final. Foram
efetuados comparativos com conteldos tedricos referentes & processos
fermentativos. Contudo, apls a realizacdo desse comparativo tedrico e
experimental, foi realizada uma prospecgao de variagdo de escala de produgéo,
abordando fundamentos tedricos de Scale up e equipamentos com potencial

industrial.
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2 OBJETIVOS

Estudar o planejamento e controle da producéo do biossurfactante surfactina
em escala de laboratério e em seguida analisar as variaveis do processo

avaliando a possibilidade de aplicacdo de scale up, envolvendo:

A conceituagdo da Biotecnologia como tendéncia na produgdo de

substancias quimicas e processos sustentaveis;

A elaboracdo de um comparativo econdémico e ambiental sobre os

Biossurfactantes em relag@o aos Surfactantes Sintéticos;

e O estudar das caracteristicas fisico-quimicas da surfactina e apresentar seu

potencial industrial,

e A analise das variaveis do bioprocessamento da surfactina em escala de
laboratério, aplicando conceitos teodricos de processos fermentativos e

modelagem matematica;

e A projecao do processamento da surfactina em escala industrial, abordando
o planejando e controle da producéo a partir dos conceitos “Upstream

Process” e “Dowstream Process”.
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3 BIOTECNOLOGIA

3.1 DEFINICAO

O termo sustentabilidade esta, atualmente, relacionado em todas as
atividades humanas. Seja em casa, na rua, nas empresas ou no meio académico,
buscam-se sempre mecanismos de interagdo ou produgdo de bens que se
propagam de forma harmoniosa com a natureza. Com isso, a biotecnologia surge
como uma ferramenta sustentavel contra os problemas ambientais causados pelos
surfactantes derivados do petroleo, sendo amplamente aplicada nas pesquisas de
desenvolvimento dos biossurfactantes.

Os varios conceitos da Biotecnologia referem-se ao uso de células ou
sistemas bioquimicos em processos de produgcdo de bens ou de prestacdo de
servicos. Neste contexto, a Biotecnologia tem papel destacado, sob o ponto de
vista histérico e tecnoldgico, visto que os primeiros processos industriais basearam-
se na acdo de microrganismos e a grande maioria daqueles consagrados utiliza
microrganismos nativos ou modificados geneticamente. (PEREIRA JUNIOR; BON;
FERRARA, 2008)

Para Andrade (2011) a maioria das definicdes de biotecnologia engloba
conceitos voltados a aplicagdo em processos bioldgicos, com o objetivo de criar
possibilidades (novos produtos e processos) e resolver problemas ambientais,
como a utilizagdo de residuos industriais. Estd embasada na agricultura, medicina e
ciéncias de alimentos, esta Ultima com infindaveis possibilidades como: novas
linhagens, coproducdo, engenharia metabdlica, atividades fisiol6gicas e
antimicrobiana de bioprodutos, suplementacao de residuos agroindustriais, etc.

A Biotecnologia vem cada vez mais conquistando espago diante das
discussodes relacionando o setor industrial, académico e governamental. Segundo
Ribeiro Filho (2009), pelos beneficios proporcionados pela Biotecnologia a
humanidade ela se encontra com grande presenca na midia. Cita, ainda, a
participagdo da Biotecnologia nas constantes descobertas e novos produtos
lancados no mercado, como: alimentos; cosméticos; medicamentos; processos

terapéuticos; testes de diagnosticos e biocombustiveis.
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Sua aplicacdo €, sem davida, muito importante para os processos quimicos
da atualidade. Segundo Pereira Junior; Bon e Ferrara (2008) trata-se de uma area
muito extensa, abordando processos, produtos e servigos, aplicando diferentes
microrganismos para a producdo de substéncias de interesse comercial, como:
antibiéticos, acidos orgéanicos, solventes, enzimas e biocombustiveis por processos
fermentativos. Destaca ainda, que o produto pode ser o préprio microrganismo,
como a producdo de levedura de panificacdo e inoculantes agricolas, ou células
microbianas, que podem ser utilizadas em processos de biotransformagdo, como
por exemplo, para a producdo de esterdides, aromas e fragrancias. Ressalta que
além da producgédo de bens de consumo, os microrganismos séo também utilizados
em processos de tratamento de residuos e efluentes urbanos e industriais, na
recuperacdo de metais, tais como cobre, chumbo e urénio, ou em processos de
biorremediag&o de solos contaminados.

Sua aplicagdo esta em inUmeros processos industriais e entre o0s
considerados mais importantes para a humanidade. Temos como exemplo: a
industria farmacéutica - na producao de antibiéticos, horménios, vacinas, vitaminas
e proteinas terapéuticas humanas; a indlstria de alimentos - na produgéo
aminoacidos, flavorizantes, polissacarideos e gomas xantana; e a inddstria quimica
— na producdo de etanol, acetona, butanol, glicerol, acido lactico, &cido citrico,
poliésteres, inseticidas microbianos.

A crescente repercussdo dos problemas ambientais advindos das praticas
comerciais e industriais coloca a preservagdo do meio ambiente na agenda de
prioridades imediatas. Os problemas de contaminagéo do solo, 4gua e atmosfera,
seja numa escala local ou global, influenciam, normalmente de forma negativa, a
vida de um grande nimero de pessoas. Assim, a biotecnologia ambiental pode ser
a sustentacdo de uma moderna revolucdo agricola e industrial e a chave de
retomada do crescimento, alavancando o pleno desenvolvimento do Brasil.
(BRASIL, 2010a).

3.2 PERSPECTIVAS

Tendo como base a Convencgéo sobre Diversidade bioldgica de 1992, Ribeiro
Filho (2009) considerou a biotecnologia como um conjunto de tecnologias que

utilizam sistemas biolégicos, organismos vivos e/ou seus derivados para a



18

producdo ou modificagdo de produtos e processos especificos, bem como para
gerar novos servigos de alto impacto em diversos segmentos industriais. O conceito
de biotecnologia moderna tem sido mais utilizado, envolvendo o uso de engenharia
genética para a manipulacdo de genes na producgdo de anticorpos, no desenho de
drogas, na modificagdo genética de plantas e animais (transgénicos), entre outros.

Atualmente novos produtos ja estdo sendo pesquisados e projetados
focando a grande relagdo da biotecnologia com o meio ambiente. Ela pode ser
compreendida, assim, como a aplicacdo de microrganismos e seus componentes
em processos industriais e comerciais, com o intuito de reduzir os efeitos negativos
dos residuos sdlidos, liquidos ou gasosos que sao liberados no meio ambiente por
esses processos. (BRASIL, 2010a)

A biotecnologia segue com base na busca e descoberta de recursos
biol6gicos industrialmente exploraveis. Uma abordagem classica das etapas do
processo de busca e descoberta desta técnica passa resumidamente pela coleta de
material biolégico adequado, seguida da selecdo e triagem de materiais com 0s
atributos desejados, selecéo final do melhor candidato a partir de uma lista reduzida
de opgdes e culmina com o desenvolvimento de um produto comercial ou processo
industrial. (BULL et al., 2000 apud BARBOSA, 2011).

Seu desenvolvimento tem grande importancia para o Brasil, tanto quanto
para o mundo, tendo em mente o inter-relacionamento entre o desenvolvimento
industrial e a preservacdo do meio ambiente. Segundo Pereira Junior, Bon e
Ferrara (2008) sabe-se que o Brasil apresenta uma das maiores biodiversidades do
planeta e que seu territorio possui recursos hidricos correspondentes a 12% da
agua doce do planeta, incluindo o Aquifero Guarani, que € o maior do mundo. S&o
esses 0S recursos naturais mais importantes para a humanidade a partir deste
século, representando um ativo de valor incalculavel. Essas riquezas, patriménio da
sociedade brasileira, devem ser preservadas da poluicdo ambiental provocada por
praticas inadequadas de diferentes setores industriais e agroindustriais.

Tem Kate (1999 apud BARBOSA, 2011) ressalta que a biotecnologia é
reconhecida como uma das tecnologias com potencial para o século XXI, tendo em
vista suas caracteristicas de inovacgdo radical, impacto atual e potencial frente a
problemas globais, tais como: doengas, desnutricdo e poluicdo ambiental. Para Bull

et al. (1998 apud BARBOSA, 2011) a biotecnologia pode ser vista como um
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excelente recurso de desenvolvimento industrial sustentavel, seja na utilizacdo de
recursos renovaveis, tecnologias limpas ou na reducédo do aquecimento global.

Pela gama de aplicagbes e interacdo com diversos ramos da ciéncia a
biotecnologia é vista como promissora nos processos industriais do futuro. Segundo
Ribeiro Filho (2009) a biotecnologia tem grande multidisciplinaridade e
transversalidade, podendo envolver e convergir a aplicacdo de conhecimentos de
diversas disciplinas e areas, como a fisiologia humana e vegetal, bioquimica,
genética, informatica, fisica, matematica, agricultura, agropecuaria, estatistica entre
outras.

Pereira Junior; Bon e Ferrara (2008) dizem ainda que em decorréncia das
varias aplicacbes de seus produtos, a biotecnologia insere-se em uma gama de

segmentos industriais:

agropecuario

ambientzD

energético)

meédico-farmacéutico

Figura 1- Inser¢éo da Biotecnologia em diferentes setores produtivos.
Fonte: Pereira Junior, Silva Bon e Ferrara (2008).

O Brasil apresenta grandes perspectivas nas areas ja comentadas, porém, de
acordo com especialistas, existem ainda grandes lacunas nos pilares principais para
a eficiéncia e efichcia da biotecnologia, que sdo: 0s recursos humanos,

infraestrutura, investimentos, aspectos de mercado e marcos regulatério.
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Segundo Brasil (2010b) um o estudo realizado pela Agéncia Brasileira de
Desenvolvimento Industrial (ABDI) e o Centro de Gestdo e Estudos Estratégicos
(CGEE), com o objetivo de subsidiar a Iniciativa Nacional de Inovagdo em
Biotecnologia (INI-Biotecnologia), o mercado global nesta &rea cresceu no periodo
2002-2006 a uma taxa composta de crescimento anual (CAGR) de 13,4% e gerou
receitas de US$ 153,7 bilhdes no ano de 2006, para uma base de U$ 92,9 bilhdes
em 2002. As Américas lideram o mercado global de biotecnologia, respondendo por
58,3% das receitas geradas em 2006. Em segundo lugar, situa-se a regi&o da Asia e
Pacifico que gerou 23,9% das receitas globais no ano de 2006. Atualmente existem
139 setores distintos que utilizam a biotecnologia em seus produtos ou servigos. Em
2006, o setor de medicina e saude humana foi o que mais se destacou, gerando
receitas de US$96,2 bilhGes, equivalentes a 62,5% do valor do mercado global de
biotecnologia. Os setores de agricultura e alimentos contribuiram com receitas de
US$ 17,7 bilhdes nesse mesmo ano, correspondendo a uma participacdo de 11,5%
do mercado de biotecnologia.

Também foi possivel observar no estudo que Brasil ocupa o 5° lugar entre os
paises que mais empregam no setor de biotecnologia, seja em empresas privadas,
publicas ou em institutos de pesquisas, apds China, Suécia, Japdo e Dinamarca.
Embora tenha grande potencial em termos de desenvolvimento e pesquisa na area
de biotecnologia, o Brasil ainda ndo apresentou indicadores significativos no que se
refere & incorporacdo desse conhecimento em produtos e processos, em escala
industrial. De fato, no periodo 1998-2007, o Brasil situou-se em posi¢cfes bastante
favordveis em relacdo a produgéo cientifica mundial em 14 temas de é&reas de
fronteira abordados, situagcdo que ndo se repetiu quando foram pesquisados 0s
indicadores de propriedade intelectual no mesmo periodo. Foram identificadas 181
empresas de biociéncias (ou ciéncias da vida), 71 das quais formam o conjunto de
empresas de biotecnologia. Essas 71 empresas foram classificadas em sete
categorias setoriais: saude humana, saude animal, agricultura, meio ambiente,
bioenergia, insumos e misto.

A pesquisa indicou, ainda, que 78,8% das empresas pesquisadas atuam em
quatro &reas principais, a saber: agricultura (22,5%), insumos (21,1%), saude animal
(18,3%) e saude humana (16,9%). Deve-se destacar um importante subgrupo de
empresas que € formado por micro e pequenas empresas incubadas, as quais por

serem nascentes, start-ups, encontram-se em uma situagédo especial do ponto de
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vista de suas relagcbes com o mercado, universidades e centros de pesquisa
cientifica, os quais em sua maioria abrigam as incubadoras.

Do universo estudado de 71 empresas atuantes em biotecnologia, 25 séo
incubadas e representam 35,2% do conjunto total. Sua distribuicdo geogréfica
mantém o padrdo de concentracdo na Regido Sudeste, porém podem ser
identificadas significativas diferengcas em relagdo ao conjunto como um todo: o
predominio absoluto de S&o Paulo, que concentra quase metade do total de
empresas incubadas no pais (48%) e Minas Gerais em segundo lugar (24%).
Convém também destacar que as empresas incubadas estéo localizadas em apenas

seis estados, revelando-se um expressivo grau de concentragéo (BRASIL, 2010b).
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4 SURFACTANTES

4.1 DEFINICAO

Surfactante é uma palavra derivada da contrac@o da expresséo surface active
agent, termo que significa, literalmente, agente de atividade superficial. Os
surfactantes sdo compostos anfifilicos que reduzem a energia livre do sistema pela
substituicdo das moléculas de mais alta energia situado na interface. Podemos
considerar um surfactante como um composto caracterizado pela capacidade de
alterar as propriedades superficiais e interfaciais de um liquido. A interface pode ser
vista como o limite entre duas fases imisciveis, enquanto o termo superficie indica
que uma das fases é gasosa. Outras propriedades fundamentais dos surfactantes é
a tendéncia de formar agregados chamados micelas (Figura 2) que, geralmente,
formam-se a baixas concentracdes em agua, além de serem responsaveis pela
reducdo da tensdo interfacial e superficial da mesma. Moléculas situadas no interior
de um liquido sofrem atragBes por todas as dire¢Bes pelas moléculas vizinhas,
enquanto que as moléculas da superficie do liquido sofrem apenas atracao lateral e
inferior. Esta forca para o lado e para baixo cria a tensdo na superficie, que faz a
mesma comportar-se como uma pelicula elastica (MULLIGAN, 2005 apud
BARBOSA, 2011).

Resumidamente, os surfactantes sdo moléculas anfipaticas constituidas de
uma porc¢do hidrofébica e uma porgdo hidrofilica, onde sua porgdo apolar é
frequentemente uma cadeia de hidrocarbonetos enquanto a porgao polar pode ser
idnica (anibnica ou catibnica), ndo-idnica ou anfotérica. Em funcéo da presenca de
grupos hidrofilicos e hidrofébicos na mesma molécula, os surfactantes tendem a se
distribuir nas interfaces entre fases fluidas com diferentes graus de polaridade
(6leo/dgua e 4gua/odleo) (NITSCHKE; PASTORE, 2002).
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Figura 2 - (A) Moléculas de surfactante em um liquido nao polar e (B) Formacéo de
micelas inversas.

Fonte: Filip, Filip e Kristiaan (c2013).

Nota: Adaptado pelo autor.

Estas propriedades possibilitam que surfactantes estejam presentes numa
ampla gama de aplicagbes industriais envolvendo: detergéncia, emulsificagéo,
lubrificagdo, capacidade espumante, capacidade molhante, solubilizag&o e disperséo
de fases. Eles sdo usados devido a sua capacidade de diminuir as tensdes
superficiais, aumentar a solubilidade e a molhabilidade além de potencializar o poder
detergente e espumante. Com a presenca do surfactante, menor trabalho é
requerido para trazer uma molécula para a superficie e a tensdo superficial é
reduzida (MULLIGAN, 2005 apud BARBOSA, 2011).

4.2 SURFACTANTES CONVENCIONAIS

A maior parte dos surfactantes disponiveis comercialmente € sintetizada
quimicamente a partir de derivados do petrdleo sendo ecologicamente nocivos, uma
vez que sdo de dificil degradagdo. Como grande exemplo, o Alquilbenzeno Linear
(LAB) um intermediario petroquimico basico para a produgdo de Alquilbenzeno
Linear Sulfonado (LAS), o precursor do tensoativo Linear Alquilbenzeno Sulfonato de
Sodio (LASNa) amplamente aplicado em formulagfes de detergentes que por sua
vez vem causando poluicdo em corpos receptores, estacdes de tratamento e efeitos
biol6gicos adversos a microrganismos aquaticos devido a toxidade do surfactante.
Outros exemplos s#o: Dietanolamida de Acido Graxo de Coco (Amida 60), um
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surfactante ndo i6nico compativel com a maioria dos tensoativos anidnicos,
catibnicos, anfotéricos, sendo indicado para fabricacdo de detergentes liquidos e
produtos de limpeza em geral, proporcionando espessamento, agdo emoliente,
sobreengordurante, devolvendo a oleosidade natural da pele. Como também o
Alcool Polivinilico (Viscopon), um espessante sintético apropriado para uso em
detergentes liquidos e similares, compativel com a maioria dos tensoativos
anibnicos, nédo idnicos, catibnicos e anféteros utilizados em formulagdes de produtos
domisanitérios na fungédo de espessante (TEBRAS, c2013).

A producgédo mundial de surfactantes excede 3 milhdes de toneladas por ano.
Banat (2000 apud NITSCHKE; PASTORE, 2002) Como a grande maioria dos
surfactantes disponiveis comercialmente s&o sintetizados a partir de derivados de
petroleo, o crescimento da preocupacdo ambiental entre os consumidores,
combinado com novas legislag6es de controle do meio ambiente levaram a procura
por surfactantes naturais como alternativa aos produtos existentes (NITSCHKE;
PASTORE, 2003).

4.3 BIOSSURFACTANTES

Muitos compostos com propriedades surfactantes podem ser obtidos de forma
natural sendo sintetizados a partir de plantas, microrganismos e também no
organismo humano pelos sais biliares. Ainda assim, Segundo Banat et al. (2000
apud ARAUJO, 2013), os compostos de origem microbiana que apresentam
propriedades surfactantes como a diminuigdo da tenséo superficial e alta capacidade
emulsificante, sdo denominados biossurfactantes e consistem em subprodutos
metabdlicos de bactérias, fungos filamentosos e leveduras.

O Biossurfactante € um grupo heterogéneo de moléculas tensoativas
produzidas por microrganismos. Estas moléculas também reduzem a tenséo
superficial, concentragdo micelar critica (CMC) e tenséo interfacial tanto de solucdes
aquosas quanto de misturas de hidrocarbonetos. Estas propriedades criam
emulsdes nas quais a formagdo de micelas ocorre na regi&o onde hidrocarbonetos
podem se solubilizar em &gua, e a &gua em hidrocarbonetos. Sua
biodegradabilidade é um de seus recursos mais importantes porque impede
problemas de acumulagéo e toxicidade nos ecossistemas naturais, uma vez que a

habilidade dos biossurfactantes de emulsionar misturas de agua e hidrocarboneto
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potencializa a degradacé@o destes no ambiente. Também possui maior estabilidade
mesmo quando sujeito as grandes variagbes de temperatura, pH e forca ibnica,
podendo ser utilizado em ambientes com condigbes mais extremas, sendo estas
algumas das vantagens sobre os surfactantes sintetizados quimicamente (BANAT,
2000 apud BARBOSA, 2011).

Os primeiros relatos envolvendo a utilizagdo de biossurfactantes datam de
1949 quando os cientistas Jarvis & Johnson detectaram as atividades antibidtica e
hemolitica de um ramnolipideo, e quando em 1968 Arima e sua equipe descobriram
a existéncia de um novo composto biologicamente ativo produzido por Bacillus
subtilis, denominado surfactina por apresentar grande atividade superficial, e logo
teve sua estrutura elucidada. Apds um periodo, foi registrada a producédo de
biossurfactante em meios hidrofébicos, o que levou a estudos de sua aplicacdo em
tratamento de residuos de petroleo, recuperacdo de petréleo, biorremediacdo e
dispersédo no derramamento de 6leos. (BARBOSA, 2011).

De acordo com Matsuura (2004), os Biossurfactantes podem ser classificados
com base no maior grupo funcional disponivel na estrutura ou de acordo com o
microrganismo produtor. Ainda, segundo Desai (1993 apud NITSCHKE; PASTORE,
2002) fazem parte de uma das principais classes de surfactantes naturais (Figura 3).
Existe uma enorme variedade de grupamentos ou componentes que fazem com que
se tenha um grande numero de biossurfactantes estruturalmente diferentes
sintetizados de uma variedade de microrganismos (Figura 4). Entre os grupos mais
importantes, Desai et al. (1993 apud NITSCHKE; PASTORE, 2002) inclui os
Glicolipidios e Lipopeptidios (Figura 5), Lipoproteinas, Fosfolipidios e Acidos
graxos, Surfactantes Poliméricos e Surfactantes Particulados. Sua porcao lipofilica é
usualmente composta por cadeia hidrocarbbnica de um ou mais é&cidos graxos,
variando entre saturados, insaturados, hidroxilados ou ramificados. A parte
hidrofilica, solivel em &gua, de um biossurfactante pode ser um carboxilato, um
grupo hidréxi ou uma mistura complexa como fosfato, carboidrato, aminoacidos, etc.
(DESAI e BANAT, 1997; ARAUJO e FREIRE, 2013). Grande parte dos
biossurfactantes € neutra ou carregada negativamente variando de pequenos &cidos
graxos até grandes polimeros. Nos biossurfactantes anibnicos, a carga € devido a
um carboxilato e/ou fosfato ou, ocasionalmente, a um grupo sulfato. Sendo que,
ainda, um pequeno grupo de biossurfactantes catibnicos contém grupamentos

amino.



Naturais

Sintéticos

Alquil poliglicosideos
Biossurfactantes

Amidas de acidos graxos
Aminas de acidos graxos
Glucamidas

Lecitinas

Derivados de proteinas
Saponinas

Sorbitol e ésteres de sorbitan
Esteres de sacarose

Sulfatos de alcoois graxos naturais

Alcanolaminas

Alquil e aril éter carboxilatos
Alquil aril sulfatos

Alquuil aril éter sulfatos
Alquil etoxilados

Alquil sulfonatos

Alquil fenol etoxilados
Aminooxidos

Betainas

Co-polimeros de oxido de
etil/propileno

Acidos graxos etoxilados

Figura 3 - Principais grupos de surfactantes de origem natural e sintética.
Fonte: Desai e Banat (1997 apud NITSCHKE; PASTORE, 2002).

Tipo de Biossurfactante

Microrganismo

Glicolipidios
- ramnolipidios
- soforolipidios
- trehalolipidios

Lipopeptidios e lipoproteinas

- Peptidio-lipidio

- Viscosina

- Serrawetina

- Surfactina

- Subtilisina

- Gramicidina

- Polimixina
Acidos graxos, lipidios neutros
e fosfolipidios

- Acidos graxos

- Lipidios neutros

- Fosfolipidios
Surfactantes poliméricos

- emulsan

- biodispersan

- liposan

- carboidrato-lipidio-proteina

- manana-lipidio-proteina
Surfactantes particulados

- vesiculas

- células

Pseudomonas aeruginosa
Torulopsis bombicola, T. apicola
Rhodococcus ervthropolis,
Mycobacterium sp.

Bacillus licheniformis
Pseudomonas fluorescens
Serratia marcescens
Bacillus subtilis

Bacillus subtilis

Bacillus brevis

Bacillus polymyxa

Corynebacterium lepus
Nocardia eryvthropolis
Thiobacillus thiooxidans

Acinetobacter calcoaceticus
Acinetobacter calcoaceticus
Candida lipolytica
Pseudomonas fluorescens
Candida tropicalis

Acinetobacter calcoaceticiis
Varias bactérias

Figura 4 - Principais classes de biossurfactantes e microrganismos envolvidos.

Fonte: Desai e Banat (1997 apud NITSCHKE; PASTORE, 2002)

Como observado na Figura 4 os biossurfactantes podem ser sintetizados a

partir de uma variedade de microrganismos, e, segundo Desai e Banat (1997 apud
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Araujo e Freire, 2013), a producdo predomina durante o crescimento em substratos
insoliveis em agua. Ainda que a funcéo fisioldégica dos biossurfactantes ndo tenha
sido completamente elucidada, tém-se estabelecido algumas fungdes como
emulsificac@o e solubilizacdo de hidrocarbonetos ou compostos insolGveis em agua,
transporte de hidrocarbonetos, aderéncia-liberacdo da célula a superficies e
atividade antibiética (NITSCHKE; PASTORE, 2002).
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L-Leu — D-Leu —L-Asp—L-va

Figura 5 - Estrutura de biossurfactantes do tipo glicolipideo (A e B) e lipopeptideo

(C).
Fonte: (MATSUURA, 2004)

4.3.1 Propriedades e aplicacdes

Dentre a diversidade de composicdo quimica e propriedades dos
biossurfactantes, algumas caracteristicas sdo comuns e agregam vantagens sobre
os surfactantes sintetizados a partir do petréleo, como a atividade superficial e
interfacial: podendo ser mais eficientes e mais efetivos por produzirem menor tensao
superficial com menores concentragdes de produto; tolerancia a temperatura, pH e
forca idnica: por apresentarem elevada estabilidade térmica, de pH e de
concentragdes salinas, potencializando aplicagbes em ambientes com condi¢des
drasticas; biodegradabilidade: por serem facilmente degradados em agua e no solo;
baixa toxidade: podendo ser aplicado em alimentos, cosméticos e produtos
farmacéuticos (NITSCHKE; PASTORE, 2002).
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Essas propriedades sdo ainda mais definidas por Bognolo (1999 apud
BARBOSA, 2011), no qual destaca algumas vantagens dos surfactantes naturais em
relagdo aos sintéticos:

o Atividade de superficie e interface: os biossurfactantes sdo mais
efetivos e eficientes que, por exemplo, sulfonatos anibnicos, j& que reduzem a
tenséo superficial mais rapidamente. Os biossurfactantes de alta massa molecular
adsorvem na interface Oleo/agua através de multiplos pontos de ancoragem,
aumentando a estabilidade das cadeias em uma Unica fase, o que produz uma
efetiva estabilidade estérica. A grande é&rea interfacial coberta pela molécula
adsorvida e a multiplicidade de pontos de ancoragem asseguram gue nao ocorra
dessor¢do durante a colisdo de particulas, e aumentam grandemente a estabilidade

das emulsoes;

o Tolerdncia a temperatura: alguns biossurfactantes e sua atividade

superficial ndo séo afetados, mesmo a altas temperaturas (90°C);

o Tolerdncia a forca ibnica: os biossurfactantes ndo precipitam em
solugdes salinas de até 10%, enquanto que solu¢des de 2-3% de sal sdo suficientes

para desativar os surfactantes quimicos;

o Biodegradabilidade: os biossurfactantes sdo facilmente degradados na
agua ou no solo; emulsdes feitas com biossurfactantes podem ser facilmente
quebradas por adicdo de enzimas, como, por exemplo, a depolimerase, que pode

quebrar a emulsao de hidrocarbonetos em 6leo.

A potencial aplicagéo dos surfactantes produzidos a partir de microrganismos
€ baseada nas propriedades de emulsificacdo, separacdo, umedecimento,
solubilizagéo, inibicdo de corroséo, reducéo de viscosidade de liquidos e reducgéo da
tensdo superficial. Essas propriedades possibilitam a aplicacdo em industrias como
a de alimentos, a agricola, de construcao, de bebidas, de celulose e papel, de metal,
téxtil, farmacéutica, de cosméticos e de petroleo (NITSCHKE; PASTORE, 2002).

Segundo Van Dike e Lee (1991 apud NITSCHKE; PASTORE, 2002) o maior

mercado para os biossurfactantes é a industria petrolifera, na qual sdo utilizados na
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producdo de petrdleo ou incorporados em formulagbes de Oleos lubrificantes.
Nitschke e Pastore (2002) incluem outras aplicagbes como biorremediagédo e
dispersdo no derramamento de Oleos, remogdo e mobilizagdo de residuos de 6leo
em tanques de estocagem, e a recuperagdo melhorada de petréleo. Distribuindo,

atualmente, entre os mais diversos setores industriais. (Figura 6)

Emulsionantes e dispersantes Cosméticos, tintas, biorremediacao, 6leos, alimentos

Solubilizantes Produtos farmacéuticos e de higiene

Agentes molhantes e penetrantes | Produtos farmacéuticos, téxteis e tintas

Detergentes Produtos de limpeza, agricultura

Agentes espumantes Produtos de higiene, cosméticos e flotacdo de minérios
Agentes espessantes Tintas e alimentos

Sequestrantes de metais Mineracdo

Formadores de vesiculas Cosméticos e sistemas de liberacdo de drogas

Fator de crescimento microbiano | Tratamento de residuos oleosos

Demulsificantes Tratamento de residuos, recuperacao de petroleo
Redutores de viscosidade Transporte em tubulac@es, oleodutos

Dispersantes Misturas carvdo-agua, calcareo-agua

Fungicida Controle biolégico de fitopatdgenos

Agente de recuperagao Cosmeéticos, tintas, biorremediacao, 6leos, alimentos

Figura 6 - FuncOes e aplicagfes de biossurfactantes.
Fonte: Banat (2000 apud NITSCHKE; PASTORE, 2002).

O alto custo de producdo ainda é o grande obstadculo que torna os
biossurfactantes incapazes de competir comercialmente com os surfactantes
quimicos, porém € o que estimula o desenvolvimento de novas pesquisas para
reduzir estes valores (PATEL; DESAI, 1997 apud BARBOSA, 2011). Assim, muitos
estudos visando um menor custo na produgdo dos biossurfactantes vém sendo
feitos, envolvendo o dimensionamento do processo, como também, a aplicacdo de
matérias-primas mais baratas, sendo que estas chegam a até 30% do custo total
(CAMEOTRA; MAKKAR, 1998 apud NITSCHKE; PASTORE, 2003).

Nitschke e Pastore (2003) destacam a vantagem dos biossurfactante em
poderem ser sintetizados através da aplicacdo de residuos agroindustriais como
substrato. Ainda que, a dificuldade na sele¢do de um residuo esta em encontrar a
composicao adequada de nutrientes que permita o crescimento celular e o acumulo
do produto de interesse. Em geral, substratos agroindustriais que contenham altos

niveis de carboidratos ou de lipideos suprem a necessidade de fonte de carbono
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para a producdo de biossurfactantes. O estabelecimento de um processo
biotecnolégico a partir desses substratos alternativos também apresenta outra
dificuldade, que é a padronizacdo devido as variacfes naturais de composi¢éo, bem
como os custos de transporte, armazenagem e tratamentos prévios necessarios.
Entretanto, deve-se considerar que o Brasil € um pais essencialmente agricola e
gue, portanto, a quantidade e a facilidade de acesso aos subprodutos agroindustriais
sdo bastante significativas.

Assim, a aplicacdo de matérias-primas ou residuos organicos agroindustriais
€ uma das atuais ferramentas com a possibilidade de reduzir os custos de producéo
dos biossurfactantes, sendo que milhdées de toneladas de residuos sdo gerados a
cada ano em todo o mundo, com destaque o Brasil que tem amplo setor
agroindustrial e a0 mesmo tempo o custo de tratamento dos mesmos € altissimo.

Muitos estudos em escala de laboratorio e piloto que avaliam a aplicagéo de
substrato renovéavel ja foram concluidos, a exemplo Nitschke e Pastore (2003)
utilizaram melaco, soro de leite e manipueira (residuo liquido proveniente da
fabricagdo de farinha de mandioca) na producdo de biossurfactantes a partir de
Bacillus subtilis, e concluiram que a manipueira teve o maior potencial para uso
como substrato alternativo, sendo que o composto obtido apresentou capacidade
para uso em biorremediacdo de poluentes e em recuperacao de petroleo.

Costa; Nitschke e Contiero (2008) selecionaram microrganismos com
capacidade de produzir biossurfactantes a partir de residuos de 6leos e gorduras
gerados em restaurantes e industrias alimenticias, entre eles borra de soja, gordura
de frango, gordura vegetal hidrogenada e 6leo de soja usado em frituras foram
estudados como fonte de carbono. Dentre os residuos propostos, a borra de soja foi
considerada o melhor substrato, gerando 9,69 g.L™ de ramnolipidios e uma tens&o
superficial de 31 mN/m.

Utilizando como fonte de carbono o glicerol, um dos principais subprodutos
na producédo de biodiesel, Faria (2010) estudou o Bacillus subtilis LSFM_05 para a
producéo de biossurfactantes com o intuito de viabilizar a produgéo em larga escala,
efetuando experimentos em escala piloto de até 10L com um rendimento de 0,69
g.L* . Barros (2011) efetuou o processo fermentativo pela bactéria Bacillus subtilis
usando como meio de cultura a manipueira, resultando na produgdo simultanea de
lipopeptidios biossurfactantes, os compostos volateis acetoina e diacetil e as

enzimas do grupo das amilases e proteases. Lima Junior (2012) a partir do micro-
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organismo Bacillus subtilis ATCC 6633 utilizando meio de cultivo contendo melago
de soja com diferentes concentracdes de agUcares totais, 2%, 4% e 6%, obtendo, no
meio contendo melaco de soja com 2% acUcares totais, o rendimento de 136 + 9,28
mg.L ™ de surfactina e fator de converséo de substrato em produto (YP/S) de 8,53 no
tempo de 36 h.

Segundo Healy; Devine e Murfhy (1996) diversas aplicagdes industriais de
biossurfactantes tém sido projetada, porém, o principal fator limitante € a economia

da producédo em larga escala, sendo que as principais desvantagens séo:

- baixos rendimentos do substrato aplicado no processo;
- alto investimento financeiro;

- as reacgOes sdo realizadas em solugéo diluida para que haja eficiéncia de
volume fraco para a planta;

- necessidade de esterilizacéo;
- 0s problemas no controle do processo, por exemplo, a formagdo de espuma;
- 0S problemas na recuperagéo e purificagdo do produto;

- dificuldades na andlise dos produtos acabados quimicamente devido a sua
complexa natureza.

Contudo, além da aplicacdo de substratos renovaveis como ja citado
anteriormente e outros meios, para Kosaric et al. (1984 apud Makkar & Cameotra,
2002) existem quatro fatores que podem ser considerados a fim de reduzir custos
relacionados a producgdo de biossurfactantes, séo eles: os microrganismos (selecéo,
adaptacdo e engenharia para altos rendimentos de produtos), o processo (selegéo,
adaptacao ou engenharia para baixo capital e operagdo de custos), o substrato para
crescimento do microrganismo ou estoque na alimentagdo (adaptado para baixos
custos) e o processo de aumento de valor agregado dos subprodutos.

Proporcionando assim, boas perspectivas num futuro préximo.
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4.3.2 Surfactina

Dentre a diversidade de biossurfactantes ja citados anteriormente, 0s
lipopeptideos sdo os mais estudados atualmente, pois apresentam grandes
potenciais industriais. A surfactina, como € usualmente chamado, um dos
biossurfactantes anibnicos mais potentes, produzida a partir de Bacillus subtilis. Foi
inicialmente descrito em 1968, por Arima, Kakinuma e Tamura, e foi assim
denominado devido seu carater surfactante bastante evidente, no entanto, sé
comecou a ser explorado a partir de 1980. Segundo Araujo e Freire (2013) ela
possui a capacidade de reduzir a tensdo superficial da agua de 72 para 27,9 mN/m
em concentragdes tdo baixas quanto 0,005% e é constituida de sete aminoacidos
(Glu-Leu-Val-Asp-Leu-Leu).

Estruturalmente a surfactina é constituida de um acido graxo unido por uma
ligagdo lactbnica a um heptapeptidio ciclico (Figura 7), encontrada como um
complexo de isoformas variavel. Apresenta uma estrutura comum com extensao de
cadeia do acido graxo de 12 a 17 carbonos, anel heptapeptidico com sequéncia
quiral (LLDLLDL) de diferentes aminoacidos, sendo na posicdo 3 e 6 do anel
apresentando sempre o D-leucina e na posi¢édo 4 L-acido aspértico. Kakinuma; Hori
e Isono (1969 apud LIMA JUNIOR, 2012).

A surfactina € um biossurfactante produzido principalmente por micro-
organismos do género Bacillus, que foi a primeira espécie mencionada e a mais
estudada para producgdo nos dias de hoje (LIMA JUNIOR, 2012). Apés a descoberta
da surfactina, o género Bacillus passou a ser bastante aplicado em pesquisas
relacionadas a producdo de biossurfactantes, sendo crescente a procura por novas
fontes dessas biomoléculas que apresentem alta eficacia e rendimento, aliado a um
baixo custo de produgéo (FELIX, 2012).

Por sua natureza anfifilica, a surfactina torna-se sollvel em solventes polares
e apolares. Sendo capaz, como Barros; Quadros e Pastore (2007), de alterar as
propriedades fisico-quimicas de interfaces podendo assim atuar como antibiéticos,
agentes antivirais e antitumorais, imunomoduladores ou inibidores de enzimas e

toxinas.
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Figura 7 - Estrutura da principal isoforma da surfactina..
Fonte: (BARROS; QUADROS; PASTORE, 2007).

Contudo, ha potencial de aplicacdo da surfactina em diversas areas, como em
solo e 4guas contaminados apresentando a capacidade de emulsionar derivados de
petroleo os quais apresentam potencial de contaminagdo. Por exemplo, por meio da
diminuicdo da concentragdo micelar critica produzida por ramnolipidios e surfactina
€ possivel promover a redugcdo da tensdo superficial, favorecendo a
biodegradabilidade do diesel em sistemas de aguas contaminadas (Whang et al,
2008). A remocdo de metais pesados ocorre pela sor¢do do biossurfactante na
superficie do solo e a complexacdo do metal, deslocando o metal para a solugédo
que contém o surfactante, ocorrendo assim a associagdo do metal com as micelas
formadas. No caso da surfactina, os metais associados a fases organicas podem ser
removidos por solu¢des basicas (MULLIGAN; YONG; GIBBS, 2001). Nitschke e
Pastore (2003) efeturam experimentos com biossurfactantes a partir de Bacillus
subitilis aplicando residuos agroindustriais, como manipueira, sendo que 0 composto
obtido apresentou capacidade para uso em biorremediagédo de poluentes e em

recuperacao de petrdleo.



5 PRODUGAO DE SURFACTINA EM ESCALA DE LABORATORIO

Para a producdo de surfactina aplicam-se conceitos de bioprocessos que,
segundo Pereira Junior; Bon e Ferrara (2008), pode ser definido como um conjunto
de operacbes que efetuam o tratamento da matéria-prima/residuo, o preparo dos
meios, a esterilizacdo (quando necessario) e a transformacdo do substrato em

produto por rota bioquimica, seguida de processos de separacdo e purificacdo de

produtos (Figura 8) .
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Figura 8 - Esquema simplificado de um tipico Bioprocesso.

Fonte: Pereira Junior; Bon e Ferrara (2008).

Em geral, a producdo de biossurfactantes é
celular no qual obtemos o metabolito priméario, quando o produto esta associado ao

crescimento do microrganismo e o secundario, quando ocorre a producdo na fase

dependente do metabolismo
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estacionaria. Pereira Junior; Bon e Ferrara (2008) citam que algumas transformacdes
microbianas, analogamente as reac¢des quimicas, atingem rendimentos préximos ao
maximo estequiométrico (produtos do metabolismo primério), embora apresentando
taxas globais de producédo baixas. Outras, como as do metabolismo secundério,
resultam em baixos valores de rendimento e produtividade, havendo um enorme
campo para avangos em ambos o0s casos, sendo que a partir de um melhor
entendimento sobre a fisiologia celular e a interacdo da célula com o meio ambiente
no biorreator o éxito de um bioprocesso é atingido.

De forma geral o elemento central de um processo biotecnoldgico € o reator
(comumente conhecido como fermentador ou dorna), por ser a regiao na qual
ocorrerdo as transformacgfes desejadas. Porém, vale destacar a importancia de
outras duas etapas: os tratamentos iniciais (“Upstream Processes”), responsavel por
proporcionar as condi¢cdes ideais para as transformacdes no reator, e ainda 0s
tratamentos finais (“Downstream Processes”), com a funcionalidade de separacéo e
purificacdo dos produtos/subprodutos obtidos e o tratamento dos residuos gerados
(BORZANI et al., 2001). Schmidell e Facciotti (2001) denominam, ainda, os reatores
quimicos nos quais ocorrerdo as biotransformacdes como “biorreatores”, “reatores
bioquimicos” e “reatores biologicos”, sendo que serdo constituidos de
biocatalisadores que variam entre enzimas e células vivas (microbianas, animais e
vegetais).

O processamento da surfactina, como pode ser observado em escala de
bancada na Figura 9, segue basicamente as mesmas etapas em relagdo aos outros
biossurfactantes extracelulares, sendo a adaptagdo ao tipo de microrganismo
utilizado e as demais operagfes, muitas vezes variavel. Por se tratar de diferentes
condi¢des exigidas pelos microrganismos tanto no processo de preparo da cultura e
do meio (“Upstream Processes”), na transformagdo no biorreator e no processo
separacdo e purificagdo (“Downstream Processes”) ocorre a necessidade de
destacar os aspectos gerais, como: caracteristicas do agente biolégico, matérias-
primas, preparo do meio, biorreator, separacgéo e purificagdo de produtos.

Schmidell (2001) destaca que o0 sucesso fermentativo depende basicamente
do microrganismo utilizado, do meio de cultura, a forma de condug&o do processo e
as etapas de recuperacdo do produto, e declara ainda, que essas etapas se
interagem intensamente sendo necessério descrevé-las de forma conjunta e levando

em consideracao os aspectos biolégicos e econdmicos.
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Figura 9 - Processamento de surfactina desenvolvido com rendimento de 6000 mg/L.
Fonte: Hsieh (2007).

Nota: (1) Tanque de Meio; (2) Motor de Agitagdo; (3) Reator Principal; (4) Sistema Externo
com Cilindros de Carvéo Ativado; (5) Coletor de Espuma (6) Tanque de Precipitacdo Acida
e (7) Bomba Peristaltica.

5.2 AGENTE BIOLOGICO E MEIO DE CULTIVO

A partir desses principios, definir o agente biolégico (microrganismo) que
efetuara a biotransformacgéo € primordial. Isso sem duvida vai além de uma simples
escolha, pois esta etapa interferira em toda a cadeia produtiva. Pereira Junior; Silva
Bon e Ferrara (2008) declaram que para selecionar o agente bioldgico visando uma
escala industrial algumas propriedades devem ser levadas em consideragdo, como:
a eficiéncia na conversdo de substrato em produto; estabilidade em condi¢des
extremas de pressdo osmoética do meio, temperatura e forca ibnica; ter resisténcia e
tolerancia a substancias toxicas. Schmidell (2001) destaca ainda, que o agente

biolégico ndo deve exigir condicbes muito complexas visando a economia do
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processo, permita elevada concentracdo de produto no caldo fermentado
acumulando-se no meio e que ndo seja patogénico.

O Bacillus subitilis é o agente biolégico mais citado e avaliado na produgéo de
lipopeptidios, entre eles a surfactina. Sendo que microrganismos como este,
segundo Schmidell (2001), podem ser adquiridos do isolamento a partir de recursos
naturais (agua, solo, plantas etc.), compra em cole¢des de culturas, obtengcdo de
mutantes naturais ou induzidos por métodos convencionais e obtencdo de
microrganismos recombinantes por técnicas de engenharia genética. Nitschke e
Pastore (2003) demonstraram a potencialidade da manipueira para uso como
substrato alternativo na producé&o de biosurfatantes por isolados de Bacillus e
obtiveram um composto com capacidade para uso em biorremediagéo de poluentes
e em recuperagdo de petroleo; Barros (2007) também coseguiu bons resultados em
escala de laboratorio utilizando uma linha de Bacillus subtilis pertencente a colecao
de cultura do Laboratorio de Bioaromas da Unicamp; Whang et al. (2008) investigou
o potencial de aplicagéo de surfactina para uma maior biodegradabilidade de agua e
solo contaminado com 6leo diesel com uma série de experiéncias em escala de
bancada produzindo-a, também, a partir de uma linhagem de Bacillus subtilis
resultando numa redugcdo da tensédo superficial de 72 dyn/cm para menos de 30
dyn/cm, com uma concentragdo micelar critica (CMC) de 45 mg/L. Hsieh (2007)
utilizou a linhagem ATCC 21332 do Bacillus subtilis para a produgédo de surfactina
num biorreator em escala piloto que foi adaptado para resolver os problemas da
severa formacédo de espuma. Faria (2010) selecionou microrganismos produtores de
biossurfactantes através das técnicas de avaliagdo da capacidade de emulsificacao
e medida da tensdo superficial no sobrenadante, e dentre 16 outras bactérias
isoladas inicialmente de solos contaminados por derivados do petroleo e,
posteriormente, depositados na Colecdo de Culturas do Laborat6rio de Sistemética e
Fisiologia Microbiana (LSFM) da UNICAMP o Bacillus sp foi um dos mais eficientes
no estudo.

Outra etapa fundamental para o sucesso no processo fermentativo € definir o
meio em que o microrganismo selecionado serd cultivado, enriguecendo-o e
proporcionando o seu condicionamento para um trabalho eficiente. Diante da
importancia dessa escolha tanto para o agente biolégico quanto para o restante do
processo, Schmidell (2001) pontua algumas caracteristicas desejaveis no meio de

cultivo, como por exemplo: baixo custo, porém que supra as necessidades
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nutricionais do microrganismo; possa auxiliar no controle do processo como em
variagcOes drasticas de pH e formagéo de espuma; néo interferir na recuperagéo do
produto; propiciar tempo de armazenamento para aumentar a disponibilidade; ter
uma composicdo sem muitas variagdes e que néo interfira no tratamento do
efluente. Para Pereira Junior; Silva Bon e Ferrara (2008) os meios de propagacao e
produgéo, como define o meio de cultivo, deve conter nutrientes balanceados para
uma maior eficiéncia de geracdo de produto, envolvendo fonte de carbono e de
nitrogénio, co-fatores (componentes essenciais para atividade méaxima dos sistemas
enzimaticos), reagentes especificos para incorporacdo de determinado grupo
estrutural a molécula do produto e elementos tracos.

Schmidell (2001) cita a existéncia de meios sintéticos no qual a composi¢do
dos nutrientes € conhecida e destaca também a condi¢céo referente a uma producéo

em escala industrial, que podem ser observadas na Figura 10:

Meio Sintético Alternativas Aplicadas
em Grande Escala

Fonte de Carbono: glicose, sacarose, frutose, Uso de matérias-primas
amido e celulose. naturais ricas em acucares,
Fonte de Nitrogénio: (NH4)2SO4, (NH4)2HPOy, | nitrogénio, fosforos e sais.
aminoacidos ou ureia. Sao exemplos: caldo de
Fonte de fosforo: fosfatos  sollveis | cana, melaco, farinha de
(monoaménio fosfato ou diaméniofosfato) trigo, de milho, de soja, de
Elementos tracos: Na, K, Ca, Fe, Cu, Mg, Mn, cevada, agua de
Co etc. maceracgéo de milho, etc.

Figura 10 - Substancias que constituem o meio sintético e fontes alternativas.
Fonte: Schmidell (2001).
Nota: Adaptado pelo autor

Costa, Nitschke e Contiero (2008) efetuaram a selecdo de microrganismos
pertencentes ao género Pseudomonas com capacidade de produzir biossurfactantes
a partir de residuos de o6leos e gorduras gerados em restaurantes e industrias
alimenticias. Borra de soja, gordura de frango, gordura vegetal hidrogenada e 6leo
de soja usados em frituras foram estudados como fonte de carbono. Dentre os
residuos propostos, a borra de soja foi considerada o melhor substrato, gerando
9,69 g.L™* de ramnolipidios e uma tens&o superficial de 31 mN/m. Foi utilizado um
meio de cultivo contendo (g.L™"): NaNOs, 4.0; K2HPO, 1.0; KH2PO, 0.5;
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MgS0O,4.7H,0, 0.5; KCI, 0.1; FeS0,.7H20, 0.01; CaCl,, 0.01; extrato de levedura,
0.01 e 0.05 mL.L™ de uma solucéo de elementos tragos: B(0,026%), Cu (0,05%), Mn
(0,05%), Mo (0,06%) e Zn (0,07%), suplementados com 2% (p.v™') de 6leo de soja
como fonte de carbono. Faria (2010) realizou experimentos visando selecionar um
substrato organico de baixo custo, de forma a tornar viavel a producdo e
comercializagdo dos biossurfactantes em larga escala. A produgéo foi realizada em
frascos Erlenmeyers de 250 ml, contendo 50 ml de meio basal constituido de
MgS0,.7H20 0,5 g.L*, KH,PO4 1,0 g.L*, NaNOs; 3.0 g.L™", pH entre 6,8-7,2 e
acrescidos de extrato de levedura 0,1 g.L™" e tetradecano 5.0% (v/v). Solucdes-
estoque de vitaminas e elementos tracos também foram adicionadas na
concentracdo de 0,1% (v/v), sendo aplicada uma linhagem de Bacillus subtilis dentre
outras microrganismos. Lima Junior (2012) conduziu experimentos utilizando o
micro-organismo Bacillus subtilis ATCC 6633 utilizando meio com residuo de soja
(melaco) em diferentes concentragdes de agUcares totais e meio formulado com
base na composicdo centesimal do produto e do micro-organismo (Anexo A) a fim
de se obter a surfactina. Bezerra (2006) avaliou a influéncia da concentragdo de
melago, de nitrato de sédio, velocidade de agitacdo e razdo de aeracdo na producao
de biossurfactantes em cultivo descontinuo submerso visando obter condi¢des de
processo ideais para uma ampliacdo da escala. Foi utilizado como meio de cultivo
uma solugdo tampdo de fosfato a 100mM e pH 7,0, adicionou-se 1 g/L de
(NH4),S04, 0,25 g/L de MgS04.7H,0 e 1mL/L de uma solugédo de estoque de sais,
sendo 0,01g/200mL de EDTA, 0,39/100mL de MnSO4.H,O, 0,01g/100mL de
FeS04.7H,0, 0,01g/100mL de CaCl;, 0,01g/100mL de CoCl,.6H,O e 0,01g/100mL
de ZnS0,4.7H,0. Bacillus subtilis ATCC 21332, utilizado por Hsieh (2007) em sua
pesquisa de otimizacdo na produgdo de surfactina, foi pré-cultivada a 30°C e 200
rpm em meio Luria-Bertani ( NaCl 10 g.L™, extrato de levedura 5 g.L™, Triptona 10
g.L™) por 12-14 h, e inoculados (5% de inéculo) em meio fresco MSI (Iron-enriched
minimal salt médium) com a composicdo: Glucose 40 g.L?, NHs;NOs; 50 mM,
Na;HPO, 30 mM, KH,PO,4 30 mM, CaCl, 7 uM, MgS0O,.7H,0 800 uM, Sodium EDTA
4 uyM, FeS0,4.7H,0 2.0mM.

Uma possivel formulagcdo do meio basal pode ser adquirida levando em
consideracdo a composicdo elementar das células. Segundo Pereira Junior; Bon e
Ferrara (2008), para que um processo de reproducdo celular seja possivel, trés

parametros devem ser atingidos, sdo eles: informagdo de reprodugédo, contida no
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material genético do microrganismo; matéria prima, disponibilizada através do meio
de cultivo e energia, obtida através do catabolismo da fonte de carbono (substrato).
Sendo que carbono, hidrogénio, oxigénio e nitrogénio correspondem juntos, a cerca
de 90 a 92% do total da massa celular, esta que em tipicas composi¢cdes pode ser
observada na Figura 11:

ELEMENTOS BACTERIA LEVEDURA BOLORES
Carbono 46-52 46-52 45-55
Hidrogénio 8-12 8-12 8-12
Oxigénio 18-24 18-24 18-24
Nitrogénio 10-14 5-9 3-7
Magnésio 0,1-0,5 0,1-0,5 0,1-0,3
Fésforo 2,0-3,0 0,8-2,5 0,4-4,5
Enxofre 0,1-1,0 0,01-0,25 0,1-0,5
Calcio 0,01-1,0 0,1-0,3 0,1-1,4
Potdssio 1,0-4,5 1,0-4,0 0,2-2,5
Ferro 0,02-0,2 0,01-0,5 0,1-0,2
Outros <0,01 <0,01 <0,01
COMPOSTOS

Proteinas 50-60 35-45 25-40
Carboidratos 6-15 30-45 40-55
Lipidios 5-10 5-10 5-10
Ac. Nucléicos 15-25 5-15 2-10
Cinzas 4-10 4-10 4-10

Figura 11 - Composicdo centesimal de células microbianas.
Fonte: Bailey e Ollis (1986 apud PEREIRA JUNIOR; BON; FERRARA, 2008).

Assim, levando em consideragdo os componentes mais importantes, Pereira
Junior, Bon e Ferrara (2008) chegaram a seguinte equacao estequiométrica (Figura
12), para uma estimativa de necessidades nutricionais que 0 microrganismo

apresentara:

oCH0,, + BNH; + Y0, — CH,O,N. + 3CH,O,N, + ¢H, O + xCO,

Voo T

FONTE DE :
SUBSTRATO ! CELULAS PRODUTO
NITROGENIO ou (CHO)

Figura 12 - Equacao estequiométrica envolvendo estruturas moleculares de
substrato, fonte de nitrogénio, oxigénio, produto e subprodutos.
Fonte: Pereira Junior, Bon e Ferrara (2009)
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5.3 CINETICA DO PROCESSO

Véarios fenbmenos quimicos, fisicos e, naturalmente, biolégicos ocorrem num
biorreator, tornando o desenvolvimento de um bioprocesso tanto complexo quanto
fascinante. Este projeto envolve vérios aspectos, entre eles: a cinética do
bioprocesso, o0 célculo das tubulagbes e equipamentos necesséarios para
manutencdo de esterilidade, as caracteristicas hidrodinamicas do meio reacional, a
transferéncia de massa de nutrientes na célula, a transferéncia de massa de
oxigénio da fase gasosa para o seio do liquido e, posteriormente, para as células
(em processos aerados), a transferéncia de massa de produtos e subprodutos das
vizinhancas das células para o seio do meio de cultivo, a transferéncia de calor
metabdlico e o controle da fisiologia microbiana (Pereira Junior; Silva Bon e Ferrara,
2008).

Desta forma, é possivel notar a grande importancia em estudar a cinética
aplicada nos processos fermentativos, sendo esta, paralelamente & estequiometria,
um dos aspectos que descreve a evolucdo do agente biolégico, no qual, como indica
Hiss (2001), esse estudo consiste inicialmente no acompanhamento dos valores de
concentragcdo de um ou mais componentes do sistema de cultivo, como o
microrganismo (biomassa), os produtos (metabdlitos) e os nutrientes (substratos no
meio de cultura), todos em funcdo do tempo de fermentacéo.

Alterthumm (2001) ressalta, ainda, que de modo geral o que se mede € o
crescimento de uma populagcdo microbiana integralmente e ndo o crescimento
individual e pode ser definida de varias formas, entre elas: determinacédo de peso
seco ou umido, através de centrifugacé@o; determinagdo quimica de componentes
celulares, pela dosagem de alguns componentes celulares como proteina e &cidos
nucleicos e a turbidimetria, através da leitura da absorba&ncia ou capacidade de
disperséo de luz.

Para que possam ser geradas informagdes com 0s quais, posteriormente,
sejam utilizadas para a otimizagdo do processo é necessario conhecer, assim como
propde Bezerra (2006), os valores intermediarios que irdo permitir a definicdo dos
perfis das curvas ou suas formas mateméticas para uma analise adequada.
Segundo Hiss (2001), esses perfis representam o ponto de partida para uma
descricdo quantitativa, como por exemplo, a duragdo do processo. E possibilita

ainda, através de variaveis como velocidade de transformacdo e fatores de
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conversdo, uma comparagao quantitativa entre diferentes condi¢bes de cultivo,

como: pH, temperatura, etc.

5.3.1 Velocidades instantaneas de transformacéao

As velocidades instantaneas de crescimento ou reproducdo dos agentes
ativos, juntamente com o consumo de substrato e formagédo de produto, como Hiss
(2001) s&o, sem sombra de duvidas, os mais importantes parametros necessarios
para o dimensionamento de uma instalagdo produtiva, viabilizando a transposi¢céo de
um experimento de laboratério para uma escala industrial. E podem ser

matematicamente moduladas, como na Figura 13:

_dx
a) TX —_ E

as

b) rs = _E
__dp
C) rp —_ E

Figura 13 - Equacdes relacionando velocidades instantaneas.

Fonte: (Hiss, 2001)

Nota: Adaptado pelo autor. Sendo: (a) Taxa de Crescimento ou Reproducéo do
Microrganismo, (b) Taxa de Consumo de Substrato e (c) Taxa de Formacgédo de
Produto em funcéo do tempo.

De forma grafica elas sdo ilustradas a seguir (Figura 14). Podem ser
modeladas também, equagbes de interesse préatico na avaliagdo do desempenho de

um processo fermentativo (Figura 15).
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Conceniragio

~N e
di

Tenpo
Figura 14 - Representacdo das variacdes de concentracdes em um processo
fermentativo no tempo t.
Fonte: (Bozani; Lima; Aquarone, 1975, Bezerra, 2006)
Notas: P, concentracéo do produto; S, substrato e X, microrganismo.

Xm— X

d Py =
f

Pm-P

e) PP :1’1’;—0
fP

Figura 15 - Expressoes relacionando produtividade em biomassa (d) e a
produtividade de produto (e).

Fonte: (Hiss, 2001)

Notas: Adaptada pelo autor. Onde: Py = produtividade em biomassa (g.L™*.h™), X, =
concentracdo de biomassa seca (g.L™) no tempo t de cultivo, X, = concentracéo de
biomassa seca (g.L™") no inicio do cultvo e t = tempo de cultivo (h). Pp =
produtividade em produto (mg.L™*.h™), P, = concentracdo volumétrica de surfactina
(mg.L™) no tempo t de cultivo, Py = concentracéo volumétrica de surfactina (mg.L™)
no inicio do cultivo e tp = tempo de cultivo (h).

Pelo fato de o crescimento do microrganismo ser de natureza autocatalitica,
Bezerra (2006) ressalta a logica em supor que a concentragdo de microrganismo X
influi na velocidade & medida que aumenta a populacdo, em consequéncia aumenta-
se o consumo de substrato e a formacdo de produto, sendo possivel deduzir
query = uX,r, = uS ernr, = uP. Chegando-se assim as equagOes denominadas
velocidades especificas de crescimento, consumo de substrato e de formacdo de

produto, como na Figura 16:
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1 adx
f) Hx =% ar
1 ds
9 Us <\ T
1 dP
h) Hp =% a4

Figura 16 - Equacbes denominadas velocidades especificas de crescimento (f),
consumo de substrato (g) e de formacédo de produto (h).

Fonte: (Hiss, 2001)

Nota: Adaptada pelo autor

De acordo com a Figura 14, ao levarmos em conta um tempo t no processo
de fermentagdo, segundo Hiss (2001), podemos relacionar os valores da
concentracdo do produto (P), substrato (S) e microrganismo (X) através de fatores
de conversdo. Assim, apesar de um grande numero de fatores influenciar no
rendimento do microrganismo (incluindo composi¢édo do meio, a natureza das fontes
de carbono e nitrogénio, pH e temperatura), de modo geral para conhecer os valores
dos rendimentos que, basicamente, sdo obtidos através do estudo do crescimento
microbiano e da produgdo de metabdlitos, se relacionarmos produto obtido e o
substrato consumido, como pontuado por Bezerra (2006), temos o rendimento

celular formulado como na figura 17:

h) Yiss === (- Xo).(S0-5)

Figura 17 - Equacéo do fator de converséo de substrato em biomassa.

Fonte: (Hiss, 2001)

Notas: Adaptada pelo autor. Onde: Yys = fator de conversdo de substrato em
biomassa (grama de biomassa seca obtida por grama de substrato total consumido),
X, = concentracdo de biomassa seca (g.L™) no tempo t de cultivo, X, = concentracéo
de biomassa seca (g.L™) no inicio do cultivo Sy = concentragéio do substrato (g.L™) no
inicio do cultivo e S = concentrac&o do substrato (g.L™*) no tempo t de cultivo.

e quando a relacdo for entre a massa de produto formada e a de substrato

consumido ( Figura 18):
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ap _
) Yeys =——= (R—Pp).tf™}

Figura 18 - Equacéo do fator de converséo de substrato em produto.

Fonte: (Hiss, 2001)

Notas: Adaptada pelo autor. Onde: Yps = fator de conversdo de substrato em
surfactina (miligrama de surfactina obtida por grama de substrato total consumido), Py
= concentracdo de surfactina (mg.L™") no tempo t de cultivo, P, = concentragéo de
surfactina (mg.L™) no inicio do cultivo, Sy = concentracdo do substrato (g.L™) no inicio
do cultvo e S = concentracdo do substrato (g.L™") no tempo t de cultivo. A
concentracao do produto no inicio do cultivo (P) é geralmente desprezivel.

Baseando-se nesses principios, Costa; Nitschke e Contiero (2009),
objetivando selecionar bactérias com potencial para a produ¢cdo de biossurfactante
utilizando 4 culturas, entre elas Bacillus subtilis, avaliaram os parametros cinéticos
velocidade instantinea méxima de crescimento celular e de formagéo de produto,
através das equacdes a e ¢ da Figura 13, a produtividade em produto, através da
equacdo e da Figura 15 e ainda o tempo de geragdo durante o cultivo com a

seguinte :

In2

)y o tg =

Umax

Figura 19 - Equacéo do fator de converséo de substrato em produto.
Fonte: (Hiss, 2001)
Notas: Adaptada pelo autor. Onde: tg, tempo de geragéo celular.

Obtém-se os parametros cinéticos na Figura 20:
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Pardmetro cinético Cultura
1 2 3 4

X g LY 1,98 0.48 1.23 0,96
r, (g L'h") 0,042 0,003 0,026 0,007
u (hh) 0.043 0,010 0,037 0,063
tg (h) 16,1 69.3 18,7 11.0
rp-TS (MmN m'h') 1,36 0.45 0,35 0,21
r,-TS . .4 (MNm'h') 1,10 0,39 0,30 0,37
r,- AE_ (UEh") 4,45 4,15 3,40 5.93
r,-AE_ (UEh") 0.80 0,71 0,39 0.83
P~ TS g (N m'h') 2,01 0,31 0,24 0,12
P,-TS . . q(MmMNm'h?) 1,89 0,73 0.30 0.49
P,-AE_ (UEh") 2,65 2,19 1,11 2,40
P,-AE_ (UEh") 0.40 0.33 0,25 0,38

Figura 20 - Parametros cinéticos determinados para variadas culturas.
Fonte: (Costa; Nitschke e Contiero, 2009)
Notas: Onde: Culturas pura de Corynebacterium Aquaticum (Cultura 1), Mista de

Corynebacterium Aquaticum e Bacillus sp. (Cultura 2), Mista de Corynebacterium sp.,
Bacillus cereus e Bacillus mycoides (Cultura 3) e pura de Bacillus subtilis (Cultura 4).
Xmax = concentracdo celular maxima; rx = velocidade instantinea maxima de
crescimento celular; pmax = velocidade especifica maxima de crescimento celular; tg =
tempo de geracao; rp = velocidade instantanea maxima de formacgéo de produto; Pp =
produtividade maxima em produto; TS ,.cq = tenséo superficial do meio fermentado
na presenca das células de micro-organismo; TS .uscei = tensdo superficial do meio
fermentado na auséncia das células de micro-organismo; AE,, = atividade
emulsificante 6leo em agua; AE,, = atividade emulsificante 4gua em 6leo.

A partir da Figura 20 é possivel observar que dentre as 4 culturas a de
Bacillus subtilis (4) foi a que apresentou maior velocidade especifica de crescimento
celular, 0,063 h™, como também uma velocidade instantanea de crescimento de
0,007gL*h™ e, ainda, uma das culturas com maior atividade emulsificante 6leo em
agua e agua em 6leo (2,40 e 0,38 UE h™) velocidade instantanea de formacédo de
produto. Sendo ainda, a cultura que proporcionou maior velocidade instantanea de
formacdo de produto relacionados a formacéo as atividades emulsificantes 6leo em
agua (5,93 EU h™) e 4gua em 6leo (0,83 UE h').
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Faria (2010) através da linhagem Bacillus sp. em seu estudo para tornar
viavel a producdo em larga escala aplicando glicerina residual bruta como substrato
orgéanico, produziu surfactina e avaliou a producdo por meio da medida da tenséo
superficial em tensidmetro por meio da técnica do Anel de Du Nouy, pelo estudo da
atividade de emulsificacdo e a determinagéo da Concentracéo Micelar Critica (CMC).
Utilizando fermentador de 1 litro o nUmero de células viaveis no inéculo foi avaliado
pelo método de diluicdo seriada, onde aliquotas de 100 mL de cada uma das
diluicbes foram plaqueadas por spread plate em placas contendo Agar Nutriente
(NA), que foram incubadas a 30°C por 24 horas. As coldnias foram contadas para se
obter as unidades formadoras de coldnia (UFC/mL) presentes no indculo, chegando-

se a 9,0x10°> UFC/mL e obteve os dados da Figura 21:



a) 150 rev.min—?!
Legenda:
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b) 250 rev.min—1

c) 350 rev.min~1!

a) a tensdo superficial no
meio de cultivo estéril, no
inicio da  fermentacao,
apresentou valores de 48,0

mN.m™! e durante o
processo fermentativo, a
tensdo superficial na
espuma recolhida atingiu

valores minimos de 28,9
mN.m™! , sendo que os

valores de tensao
superficial do meio de
cultivo, no interior da cuba,
apresentaram valores

superiores a 50 mN.m™?!;
rendimento de surfactante
na espuma atingiu valor
maximo de 4g.L' em 48
horas, com um maior
volume de espuma coletada
no ponto de 60 horas,
aprox. 0,037 L™.

b) a tensdo superficial no
meio de cultivo estéril, no
inicio da fermentacao,
apresentou valores de 45,0
mN.m~' e durante o
processo fermentativo, a
tenséo superficial na
espuma recolhida atingiu
valores minimos de aprox.
30 mN.m™!, sendo que os

valores de tensao
superficial do meio de
cultivo, no interior da cuba,
apresentaram valores

superiores a 50 mN.m™!;
rendimento de surfactante
na espuma atingiu valor
maximo de 1,8g.L™" em 48
horas, com um maior
volume de espuma
coletada no ponto de 60
horas, aprox 0,185 L™.

¢) a tenséo superficial no meio
de cultivo estéril, no inicio da

fermentacéo, apresentou
valores de aprox 47,0
mN.m™~! e durante o processo
fermentativo, a tensao
superficial na espuma
recolhida  atingiu  valores
minimos de aprox. 30

mN.m~! , sendo que os
valores de tensdo superficial
do meio de cultivo, no interior

da cuba, apresentaram
valores superiores a 50
mN.m~! : rendimento de

surfactante na espuma atingiu
valor maximo de 0,56g.L™ em
36 horas, com um maior
volume de espuma coletada
no ponto de 60 horas, aprox
0,1 L* (valores menores que
0S anteriores pois aumentou-
se a agitacdo porém a
espuma ficou densa
dificultando a exaust&o).

Figura 21 - FermentacOes realizadas em diferentes rotacfes utilizando fermentador com
cubas com volume util de 1L e suas respectivas avaliacdes.

Fonte: (Faria, 2011)
Notas: Adaptada pelo autor

Em seu projeto de desenvolvimento de um biorreator inovador Hsieh (2007)

chegou a uma alta producdo de surfactina. Através da eq. i (Figura 18), que é a

relacdo entre a massa de produto formada e substrato consumido (no caso glicose),

chegou-se ao rendimento de Yp,g = 0,150gg~!, obteve também uma taxa

volumétrica de producdo (7p) de 0,1053 g.L Y. h™1l e

uma producdo maxima

(Pmax(p)) de 5974 mgL~!. Barros (2007) objetivando a produgéo em escala piloto de




49

biossurfactante a partir de Bacillus subtilis LB5a aplicando manipueira como
substrato elaborou o estudo dos parametros cinéticos relacionados a producdo em
funcéo da concentracdo de agucares totais e redutores, do pH, da contagem de UFC
viaveis, da tensdo superficial do meio de cultura, do volume de espuma liquefeita
produzida, da producdo de biossurfactante semipurificado e da concentracdo de

surfactante por litro de espuma liquefeita, como pode ser observado na Figura 22:
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Figura 22 - Cinética do Processo.

Fonte: (Barros, 2007)

Notas: sendo (A), Cinética de producdo de biossurfactantes e consumo de acglcares por
Bacillus subtilis LB5a em manipueira; (B), Cinética de crescimento da cultura de Bacillus
subtilis LB5a em manipueira; (C), Cinética da producdo de biossurfactante de Bacillus
subtilis LB5a em manipueira e (D), Relagéo entre as medidas de tensdo superficial do meio
de cultura e da espuma coletada.
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5.3.2 Curvas de crescimento

Além desses parametros, obter uma definicdo linear do crescimento do
agente biolégico € de grande importancia para que possa ser acompanhado o seu
desenvolvimento e aumentar a sua eficiéncia no biorreator sob o efeito de
temperatura controlada e agitacdo adequada. Segundo Bezerra (2006), pode-se
elaborar uma curva de crescimento que pode ser dividida em diferentes fases: Lag,

exponencial, estacionéria e de declinio (morte). Podendo ser visualizada abaixo:

Fases do Crescimento Microbiano

»
9 Fase “LAGr' Fase "EXP" Fase estacionaria Fase de morte o
: g
S 10 0
@ P i -———-1 _8
= 8,01 ’ 7o
3 V4 s 0
) y o O
Q it
o
c o 4 20
et .' 7/ =0
o o 7 ER
) 4 g9
V4 -
S 5,0{seseeest PR 0,1 =
Tempo
® Fase de laténcia @ Fase de desaceleragao Fase de morte
© Fase exponencial Fase estacionaria = == = Densidade éptica (D.O)

Figura 23 - Fases do crescimento microbiano.
Fonte: Grupo de Ciéncias Biolégicas do IST (2005).

Complementando, Hiss (2001) indica a existéncia de 7 fases,
Fase “lag” ou de laténcia: definido como um periodo de adaptagéo, no qual a

célula sintetiza as enzimas necessarias ao metabolismo dos componentes do meio
de cultivo, ocorrendo apds a inoculagdo do meio com o agente biolégico. Neste
periodo ndo ha reproducao de células, podendo adotar X = X, = constante e sua
duracdo pode variar levando em consideragdo a concentracdo de indculo, o tempo
de pré-cultivo do agente bioldgico e o seu estado fisioldgico;

Fase de transicdo: quando é possivel observar a reproducdo microbiana
aumentando-se a velocidade de reproducédo, eq. a (Figura 13), e a velocidade
especifica de crescimento, eq. e (Figura 15);

7

Fase logaritmica ou exponencial: na qual a velocidade especifica (u,) é

constante e maxima. A partir desses principios e rearranjando a eq. f (Figura 16) é

possivel notar que a velocidade de crescimento é diretamente proporcional a
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concentragdo X ((fi_)t( = U, .X). Como também, é nessa fase que se caracteriza o

Ln2.Xp

tempo de geracao (t,) pela eq. k ( — = Hm. ty), valendo lembrar que esse tempo

é relativamente curto variando entre 15 e 20 min para algumas bactérias;

Fase linear de crescimento: na qual a velocidade reprodugédo (ry) é
consideravelmente constante sendo possivel visualizar através da eq. I, (X = X, +
Tk (t=ty) = Tkt ¥ Xn— Tk ¢, )i

Fase de desaceleragdo: momento em que se reduz tanto a velocidade de
crescimento ( ry) quanto a especifica (u,), aumentando-se ainda o tempo de
geracao;

Fase estacionaria: em que X atinge o valor maximo e constante, ocorrendo
um balango entre a velocidade de crescimento (ry) e a velocidade de morte do
microrganismo. Essa redugéo, segundo Alterthumm (2001), podem ser causadas
pelo acumulo de metabdlitos toéxicos, pelo esgotamento de nutrientes e o
esgotamento de Og;

Fase de declinio ou lise: na qual o valor da concentragdo celular diminui,
drasticamente, numa velocidade que excede a velocidade de producéo de novas
células, ocorrendo a chamada lise celular (autdlise ou rompimento do agente
bioldgico causado pela acdo de enzimas intracelulares).

Georgiou, Lin e Sharma (1992 apud MATSUURA, 2004) ressaltam que a
maioria dos biossurfactantes sdo liberados no meio de cultura na fase exponencial
de crescimento dos microrganismos, sendo que algumas vezes biossurfactantes sé&o
produzidos durante uma parte do ciclo de crescimento e entdo desativado ou
incorporado em outro metabolito. Isso € observado quando Bacillus licheniformes
crescem em meio minimo. O maximo do acumulo do agente ativo ocorre na metade
da fase exponencial e subsequentemente decresce rapidamente, provavelmente
porque é convertido em um metabdlito sem atividade surfactante. No seu estudo de
producéo da surfactina em fermentagdes conduzidas por fermentadores de bancada
de 1L em trés rotagOes diferentes, Faria (2010) obteve o pico de maior rendimento
de biossurfactantes e coleta de espuma em 48 horas apos o inicio da fermentacéo e
um crescimento microbiano maximo em 48 horas mantendo-se constante apos 72
horas, caracterizando fase estacionaria até 168 horas. Sendo que producdo de
biossurfactantes ocorreu, preferencialmente, durante a fase exponencial de

crescimento e depois decresceu a partir do momento em que as taxas de
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crescimento foram se estabilizando. Lima Junior (2012) avaliou a formacdo de
surfactina cultivando linhagens de Bacillus subtilis em meio mineral, mineral
modificado, meio com melagco de soja e meio formulado. Observando no meio
mineral entre os tempos de 24 horas e 36 horas, que a produgédo surfactina
acompanhou o crescimento exponencial do micro-organismo, comportando-se como
metabdlito primario, no meio mineral modificado nas primeiras 12 horas, ocorreu
formagao exclusiva de biomassa e posteriormente iniciou-se da formagéo do produto
o0 qual acompanhou o crescimento exponencial do Bacillus subtilis, se estendendo
até o tempo de 36 horas, momento em que se obteve a maior producéo,

aproximadamente 131 mg.L™1, e maior fator de conversédo de substrato em produto

(Yp/s), cerca de 5,04%. Para o meio formulado a producao de surfactina chegou a,

aproximadamente, 28 mg. L~ em 24 h acompanhando o crescimento exponencial e

a concentracdo de surfactina atingiu o fator de conversédo de substrato em produto

(Yp/s) em 96 horas, cerca de 3,92 %.

5.4 VARIAVEIS DO PROCESSO

ApoOs a etapa em que foram efetuados os tratamentos iniciais (“Upstream
Processes”) no agente bioldgico, nos quais proporcionaram as condi¢gfes ideais para
as transformacdes, a mistura é entdo transferida para o biorreator. Neste, segundo
Pereira Junior; Bon e Ferrara. (2008), deverdo ser mantidas as condi¢des 6timas
para que o microrganismo aplique o maximo de sua atividade catalitica, pelo
metabolismo da célula ou uma simples reacdo enzimética. Estdo envolvidas nessas

condigdes Otimas: pH, temperatura, oxigenacgao e velocidade de agitacéo.

5.4.1 pH e temperatura

Quanto ao pH, segundo Bezerra (2006), os microrganismos podem crescer
em uma faixa de pH que varia de 2,0 para os acidofilos até pH 11,0 para os
alcaldfilos, sendo necessario conhecer os limites do microrganismo utilizado para
uma operacdo otimizada. Os fungos tém pH 6timo em torno de 5,0, enquanto as
bactérias tém pH o6timo por volta de 7,0. Geralmente, alguns microrganismos

modificam o pH do meio de cultivo durante seu crescimento, tornando necesséria a
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inclusdo de solugbes tampéo a fim de garantir que o pH mantenha-se dentro dos
limites 6timos para crescimento e formagéo do produto esperado.

Com relacdo a temperatura de crescimento 0s microrganismos podem ser
classificados em quatro classes: os psicotréfilos com temperatura que varia de -10 a
15 °C, os mesodfilos com temperatura entre 10 e 50 °C e os termodfilos com
temperatura entre 40 e 70°C e termdfilos extremos entre 68 e 110 °C (PELCZAR et
al., 2005 apud BEZERRA, 2006).

5.4.2 Oxigenacao

A oxigenagdo para os microrganismos aerobicos € de grande importancia,
como também o controle do fluxo, sendo indispensavel ou até mesmo facultativo
para aqueles que podem crescer na auséncia de oxigénio. Este controle favorece
maior rendimento da cultura no processo (SCHMIDELL, 2001).

Segundo Pereira Junior; Bon e Ferrara (2008) essa etapa esta
intrinsecamente ligada ao metabolismo da célula ou ainda ao direcionamento que se
impde a este, de modo a se obter o produto desejado. Nos processos aerados
ocorre a absorgdo de oxigénio livre podendo ser realizada com aeragao natural ou
forcada. Nas células de metabolismo aerdbio, o oxigénio proporcionara a producédo
de ATP, que é a principal fonte de energia nas células, sendo que ele é pouco
solavel em agua com um valor da sua concentragdo de saturagdo na ordem de
alguns miligramas por litro. Devendo assim, ser continuamente suprido ao
biorrreator.

Dentre diversas formas de fornecimento de oxigénio, Schmidell (2001),
levando em consideracdo a importancia desta operagdo, indicou algumas

possibilidades para efetuar a transferéncia de oxigénio em biorreatores:
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Figura 24 - Sistemas diversos para transferéncia de oxigénio em biorreatores.
Fonte: Schmidell (2001).

Notas: sendo (1) bandeja ou lagoa; (2) reator de leito fixo; (3) coluna de bolhas; (4)
“air-lift”; (5) tanque agitado e aerado; (6) “draught-tube”.

Geralmente, como cita Pereira Junior, Bon e Ferrara (2008), no processo com
aeracdao forcada o ar atmosférico esterilizado € borbulhado no seio do meio, onde se
dissolve parte do oxigénio que é utilizado pelo agente da transformagéo. Sendo de
ampla aplicacdo os processos submersos, que por permitir rapidez na solubilizacéo
do oxigénio no meio, torna-o mais facilmente utilizavel. Porém, também se emprega
oxigénio puro ou misturado ao ar, visando melhorias na transferéncia de massa da
fase gasosa para a liquida e melhoria no desempenho do Bioprocesso.

Na busca de determinar uma taxa 6tima de transferéncia de massa ou taxa de
absorcao de oxigénio da fase gasosa para a liquida, segundo Pereira Junior, Bon e
Ferrara (2008), deve-se focar nos aspectos de suprimento e a demanda de oxigénio.
Sendo que em um meio em fermentacao, a taxa com que o0 oxigénio se dissolve &
dada pela diferenca entre o que se fornece e o que é efetivamente utilizado pelas
células e o suprimento esta relacionado as variaveis de ordem fisica, tais como:

vazéo de ar, velocidade de agitagdo, grau de mistura, temperatura, geometria do
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biorreator etc, sendo estudado pelas teorias classicas de transferéncia de massa
gas-liquido. J4 a demanda estd ligada a fisiologia da célula e diz respeito a
guantidade de oxigénio dissolvido necesséaria ao cultivo sendo, portanto,
proporcional & massa de células. Define-se, assim, como demanda a quantidade de
oxigénio necessaria por unidade de tempo e por unidade de volume de meio de

cultivo ou em fermentacgao.

dC . .
dtL =K,a ((/S - ('L)_CIO:X

Figura 25 - Equacéo para o balanco de oxigénio para um biorreator em operacao.

Fonte: (Bailey & Ollis, 1986 apud Pereira Junior; Bon e Ferrara, 2008)

Notas: sendo dC,/dt, taxa de transferéncia de O, ou taxa de absorcdo de O, (mols de
0O./m*.h); K., coeficiente global de transferéncia de massa de O, na fase liquida (m/h); a,
area especifica da superficie de interface (m™); Cs, concentracdo de saturacdo de O
dissolvido ( mols/m3); C., concentracdo de O, dissolvido no seio do meio em fermentagéo
(mols/m®); oz, demanda especifica de oxigénio (mols de O,/g células.h) e X, concentracéo
de células no meio em fermentacéo (g/m°)

5.4.3 Agitagéo

Em qualquer processo que envolva uma mistura, a homogeinizagdo da
mesma torna-se necessario para que seja atingido um melhor rendimento, sendo
imprescindivel um dispositivo que proporcionara a agitacdo do sistema. Uma das
importancias da agitacdo, para Bezerra (2006) é proporcionar melhor aeragédo do
meio, favorecendo o crescimento do agente biolégico e auxiliar na disperséo dos
nutrientes e em sua homogeneizagdo, favorecendo o crescimento dos
microrganismos. Ainda, segundo (Schmidell, 2001), este € um parametro importante
para a otimizacdo da producdo de biossurfactantes a partir de microrganismos
aerobios, pois um aumento na velocidade de agitacdo pode diminuir a producéo de
biossurfactante devido ao efeito de cisalhamento na parede celular, influenciando na
cinética de crescimento do microrganismo, ou pode aumentar a produgdo, junto com
a aeragdao, devido ao aumento da taxa de transferéncia de oxigénio.

Faria (2010) efetuou fermentagdes em batelada simples em fermentador de
bancada de 1,5 litros (Figura 21) e de 10 litros (Figura 26), em que as fermentagdes
foram conduzidas em trés diferentes rotagdes (150, 250 e 350 rev.min™), com o

objetivo de estabelecer a melhor rotacdo de trabalho para a producdo de



57

biossurfactantes por Bacilllus subtilis em meio de cultura contendo glicerina residual
bruta como Unica fonte de carbono. As fermentac6es foram iniciadas com 850 ml de
meio basal adicionado de glicerina residual na concentracdo de 5% (v/v), sendo
iniciadas, em média, com um meio contendo 9,0x10 5 UFC/mL. As fermentacfes
foram conduzidas a temperatura de 32°C, aeracgéo de 0,5 (vvm) ar/litro e pH inicial e
final entre 6,8 — 7,2.

meio de cultivo adicionado de glicerina residual como Unica fonte de
carbono.
Fonte: (Faria, 2010)

Em seu estudo no desenvolvimento em escala de bancada de um biorreator
economicamente viavel (Figura 9), Hsieh (2007) incubou uma cultura de B. subtilis
ATCC 21332 a 30°C com 300 rpm de agitacdo, posteriormente transferiu 100 ml da
cultura para o fermentador modificado contendo 2L de meio com a adi¢éo de 25 g/L
de suportes sélidos. Foram mantidas 30°C com uma velocidade de rotagdo de 200
rom e uma taxa de aeracdo de 1,25 — 1,5 (vwwm). A espuma gerada na cultura foi
introduzida no coletor de espuma, sendo que a espuma de transbordamento na
parte inferior do coletor foi reciclada para o fermentador com uma bomba peristaltica.
No processo nao teve necessidade de adicionar agente antiespumante, sendo
monitorado o crescimento de células, o pH, o aménio dissolvido, concentracdo de
amonio-nitrogénio e surfactina em funcdo do tempo. Também em escala de
laboratério, Costa; Nitschke e Contiero (2009) utilizaram quatro diferentes culturas
de bactérias, dentre elas linhagens de Bacillus subtilis, nos quais cresceram em
meio de cultura contendo glicose (40,0 g L™), NH4sNOs (50,0 mM), Na;HPO, (3,0
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mM), KH,PO, (3,0 mM), CaCl; (7,0 uM), MgS0O,.7H20 (0,8 mM), EDTA sddico (4,0
uM), e FeS0O,.7H20 (2,0 mM).7,8, e foram fermentados em frascos Erlenmeyer de
1000 mL, por 72 h, a 200 rpm, 30°C e o pH inicial foi fixado em 6,0. Também em
escala de laboratorio, em seu estudo de obtencdo de surfactina pelo microrganismo
Bacillus subtilis, Lima Junior (2012) efetuou a fermentagcdo em frascos de
Erlenmeyer de 500 mL de capacidade, nos quais em cada frasco contendo 100 mL
de meio de cultivo foi inoculado com 10 mL de uma suspensdo de 10° células do
Bacillus subtilis recém-cultivadas em meio liquido nutriente. Em seguida, os frascos
foram colocados em agitador-incubador a 30°C, 150 rpm e posteriormente, em
intervalos de 12 e 24 horas foram retiradas amostras dos cultivos para andlises de
pH, concentracdo de biomassa, concentracdo de aglcares e de surfactina.
Estudando as varidveis de processo e ampliagdo de escala na producédo de
biossurfactante por Bacillus subtilis, Barros (2007) utilizou um fermentador em escala
piloto com capacidade para 80 litros aplicando manipueira como substrato. As
condi¢cdes de processo foram 35°C, 15 L/h nas primeiras 12h e 25 L/h durante o
restante do processo e agitacdo de 150 rpm. A recuperacgdo priméria do surfactante

foi realizada através da coleta da espuma produzida no interior do fermentador.

5.5 CONDUGAO DO PROCESSO NO BIORREATOR

A forma de condug&o do processo aplicado ao biorreator é, sem davida, um
dos aspectos mais importantes para o projeto, estando relacionado ao agente
bioldgico e suas propriedades, ao formato do biorreator utilizado e aos tratamentos
finais do processo. Schmidell e Facciotti (2001) destacaram as formas de condugéo
em biorreatores que dentre uma variedade s&o as mais aplicadas atualmente. Sendo
elas: Descontinuo, com um indculo por tanque ou com recirculacdo de células;
Semicontinuo, sem recirculagdo de células ou com recirculacdo; Descontinuo
Alimentado, sem recirculag@o de células ou com recirculagdo e Continuo, executado
em um reator (com ou sem recirculacdo de células) ou executado em varios reatores

(com ou sem recirculagao de células).

5.5.1 Tipos de condugéo
Pereira Junior, Bon e Ferrara (2008) ressaltam que a forma mais utilizada na

conducd@o de bioprocessos é a batelada simples, onde se adiciona a suspenséo
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celular ao meio de cultivo e ocorre sem 0 acréscimo de um meio novo e sem a
retirada do meio reagido durante a operacdo. De contrapartida, esse formato de
operacdo tem como principal problema a inibicdo do agente bioldgico por parte de
elevadas concentracdes de substrato ou ainda por agentes gerados na propria
fermentacdo. Dessa forma aplica-se a batelada alimentada e suas variantes, que
proporciona o controle desses fendbmenos. Sendo possivel nesse formato de
operacdo, além do controle dos agentes inibidores, a adicdo de nutrientes que
favorecam o crescimento durante a operagdo sem ocorrer retirada de material
durante o processo.

Segue abaixo alguns exemplos de batelada simples e alimentada:

Indéculo
recentemente >
preparado
Meio fermentado encaminhado a
‘ Segdo de separagdo de células e
B2 . recuperacdo de produto
Inéculo
recentemente N
preparado - - -
Meio fermentado encaminhado a

- Segdo de separagdo de células e
- recuperagdo de produto

Figura 27 - Batelada com um indculo para cada biorreator.
Fonte: (Pereira Junior; Bon; Ferrara, 2008)

Bl
: Segdo de
Meio fermentado ‘ -
Inéeulo —> 27| sem células rectuperasao
recentemente = de produto
preparado =m)| Separacao
[T de células
N\ | Suspensdo concentrada
de células
Tratamento
das células ¢ I
BZ I ;eguido Sie -
el Meio fermentado - resciéaec:'adgeéo
A sem células de produto
u =) | Separacio
de células
Suspensdo concentrada
de células

Figura 28 - Batelada com recuperacéo do inéculo.
Fonte: (Pereira Junior; Bon e Ferrara, 2008)
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Indéculo recentemente 1 Com alimentacio —
preparado intermintente  [= = = == stendida

I F=cte
T F=F(fc linear)
B1, B1, 82, B2, ' y F=F(f¢ exponencial)
 — Vf
—a - » | o |
-, 2
'

MN MT

Figura 29 - (1) Batelada seqiiencial ou repetida e (2) Batelada alimentada com diferentes
formas de alimentacéo.

Fonte: (Pereira Junior; Bon e Ferrara, 2008)

Notas: Adaptado pelo autor. Sendo: BNi, inicio da batelada; BNf, final da batelada; MN, meio
novo; MT, meio transformado; Vi: volume inicial e Vf: volume final.

Outro formato de operagéo é a conducdo continua, que proporciona a adi¢édo
de nutrientes e a retirada de meio fermentado durante o processo. Resultando em
maiores periodos de processamento e, consequentemente, no aumento da
produtividade pelo fato de inexisténcia de tempos improdutivos, das operagdes
anteriores e posteriores fluirem continuamente, automatizacdo do processo,
uniformidade do produto e condigBes ambientais constantes. Contudo, o que definira
a escolha de conducéo serd o estudo da cinética do bioprocesso (Pereira Junior;
Bon e Ferrara, 2008).

Segue abaixo alguns exemplos de processo continuo:

F(L/h) F (L/h) ;(L/h) . ;l(L/h)
So > S Xo=0 \ " x
X°=0 Xl P,=0 ;+d; (:/h) P,
P°=° 1 Pl AL I
—a
aF
3 Ha cx: 4

Figura 30 - (3) Processo Continuo com um Unico biorreator e (4) Processo Continuo com um
Unico biorreator e com reciclo de células.

Fonte: (Pereira Junior; Bon e Ferrara, 2008)

Notas: Adaptado pelo autor. Onde: F, vazdo de alimentacdo e de meio transformado; S,
concentracdo de substrato; X, concentracdo de células; P, concentracdo de produto (o
indice “0” refere-se a condicgéo inicial e o indice “1” as concentra¢ces na corrente que sai do

biorreator e o indice “2” as concentra¢cdes que saem do separador). a: razéo de reciclo e Cf:
fator de concentracéo de células.
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Fo (L/h)

So e eee— —>» Fn=Fo
x°=0
Po=0 A 4 \ 4 A 4 \ 4
S Sz S3 Sn
X1 Xz Xa Xn
b P2 Ps EEEEEn P
| o | | o | | | | o |

Figura 31 - Processo Continuo com biorreatores em série sem alimentacao adicional.

Fonte: (Pereira Junior; Bon e Ferrara, 2008)

Notas: os indices de S, X e P referem-se aos valores correspondentes a ordem do biorreator
da série.

Foz Fos Fon
SOZ 503 SOn
F01 (L/h) F01+ F02 F01+F02+...+ FOn-2+F0r-1 Fn
So1 —>— | —
XQ=0
Po=0  Z L 2 £ 2 7 22/
Sy S: S Sn
X1 Xz X3 Xa
Py P2 Ps Py
EEEEER
| o | | o | | | | o |

Figura 32 - Processo Continuo com biorreatores em série com alimentacao adicional.

Fonte: (Pereira Junior; Bon e Ferrara, 2008)

Notas: onde os indices de Fy; S; X e P referem-se aos valores correspondentes a ordem do
biorreator da série.

5.6 PROCESSOS PARA A RECUPERACAO, CONCENTRACAO E PURIFICACAO.

ApOs o processamento nos biorreatores, posteriormente a fermentacao,
ocorre outra etapa tdo importante como as demais, sendo a etapa de purificagédo do
produto “Downstream processes”. Como diz Mano (2008), em processos
biotecnolégicos além da desejavel alta produgdo por parte dos agentes biolégicos
que atuam como forga motriz de um biorreator é necessério, também, empregar de
tecnologias eficientes de recuperagdo, concentragdo e purificagdo dos produtos,
pela complexidade dos produtos, primarios e secundarios, gerados no metabolismo
dos microrganismos. Kilikian e Pessoa Junior (2001) citam que a diversidade e

crescente importdncia em volta dos produtos biotecnolégicos incentivaram o
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desenvolvimento de varios processos de purificacdo. Pelo fato dos produtos serem
altamente diversificados, mesmo que ndo ha um processo geral, a purificacdo pode
ser dividida em quatro etapas principais: separagéo de células e seus fragmentos do
meio de cultivo (clarificagdo); concentracdo e/ou purificagdo de baixa resolucéo,
sendo uma separacdo da molécula desejada de outras moléculas com
caracteristicas fisico-quimicas diferentes; purificacdo de alta resolugdo, quando se
separa uma molécula desejada de outras semelhantes e operacdes de
condicionamento final do produto.

Os processos mais aplicados atualmente na etapa “Downstream processes”,
segundo Mano (2008), sao:

Separacdo soélido-liquido - métodos mecéanicos aplicados em misturas
heterogéneas através da retencdo do componente sélido usando meio filtrante ou
utilizando a diferenca de taxa de sedimentagéo de particulas se movendo no liquido;

Filtracdo - sendo a técnica de separar suspenses sélido-liquido. Na qual a
suspensédo, sob pressdo, é perpendicularmente direcionada a um meio filtrante.
Sendo que, a fracdo volumétrica que atravessa o meio filtrante é denominada
filtrado, e a da continua deposicdo das células sobre o meio filtrante, resulta na
formagao de uma “torta de filtracdo” (KILIKIAN; PESSOA JUNIOR, 2001);

Sedimentagdo e Centrifugagcdo — sendo estas as mais utilizadas na
biotecnologia, destacando a centrifugagdo em relagdo a sedimentacéo, pela reducéo
da residéncia e por poder ser aplicado em menor tamanho. Na sedimentagédo as
células em suspensdo em meio liquido sofrem este fendmeno através da acgdo da
gravidade, enquanto que na centrifugagéo ocorre a agdo de um campo gravitacional
centrifugo. (KILIKIAN; PESSOA JUNIOR, 2001);

Concentragdo de Produtos — pela composi¢éo do filtrado apresentar grande
porcentagem de &gua, ocorre a necessidade de remocéo deste liquido, aplicando-
se: a Evaporagao, processo que requer calor como fase auxiliar na remogéao da
agua; Processos de membrana, variando entre micro, ultra e hiperfiltracdo
distinguindo-se pelo didmetro dos poros; Extracdo liquido-liquido, uma das
operacbes mais versateis aplicando-se em produtos com ampla faixa de
propriedades fisico-quimicas e a Precipitacdo, método muito aplicado em
recuperacdo de proteinas, sendo a solubilidade reduzida para adicdo de sais ou
solventes organicos, podendo ainda, como cita Kim et al. (1997 apud Mano, 2008),

ser empregada como primeira etapa no processo “Downstream processes” como
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forma de remover de imediato pds produtos ndo desejaveis como acidos nucleicos,
pigmentos dentre outros.

Purificacdo — sendo esta a fase final e essencial a cadeia de recuperacéo do
produto, se restringindo a processos de sor¢cdo, envolvendo a absor¢cdo e a
adsorgdo, ocorrendo uma extrac@o por tamanho ou a aderéncia a superficie de outra
molécula.

Barros (2007), na produgéo de surfactina, recolheu a espuma do processo e a
liguefez naturalmente & temperatura ambiente, analisando o volume e pH.
Posteriormente, submeteu a amostra ao processo de purificagcdo iniciando com a
centrifugacdo a 12,7 G x 103 por 20 minutos para eliminacao de células, sendo o pH
ajustado para 2 com solugéo de HCI e em seguida mantida em repouso por 12 h,
aproximadamente, para decantacdo. Logo, o liquido foi centrifugado a 12,7 G x 103
por 20 minutos, sendo o precipitado recolhido e neutralizado com solugédo de NaOH
e colocado para secar em estufa de secagem a 50°C. Em seguida, o solido
denominado “surfactante bruto”, foi pesado, triturado em almofariz, suspendido em
solugdo de cloroférmio e metanol 65:15 e filtrado em papel de filtro e,
posteriormente, foi seco em estufa de secagem a 50°C. O sdlido obtido nesta etapa
foi denominado “surfactante semipurificado”, foi triturado, pesado e armazenado sob
congelamento. Ja Hsieh (2007), visando um o dimensionamento de um biorreator
eficiente, conseguiu um rendimento de aproximadamente 6000 mg.L™. No estudo foi
efetuado a centrifugacéo caldo de cultura para remogéo das células ajustando o pH
do sobrenadante a 2,0 por HCI a 3 M precipitando a surfactina. Para a outra
purificagdo, a surfactina bruta foi extraida com um volume igual de diclorometano.
Depois a mistura em emulsdo foi separada em duas camadas, a camada de
solvente foi aspirada na base e a Surfacitina bruta foi envia para destilagédo a véacuo.
A pureza deste produto bruto foi de cerca de 60%, sendo que ainda, apds sua
deionizacdo, foi enviado para a centrifugacdo para a remogdo das substancias
insollveis e posteriormente seguiu 0 mesmo processo, alcancando a pureza entre
70 e 80%.

A coleta de espuma gerada no biorreator € o primeiro passo para a
purificagcdo do produto, sendo que na mesma esté presente grande concentragdo do
biossurfactante, sendo alvo de diversas pesquisas nos dias de hoje (Figura 33).
Faria (2010) visando um eficiente e viavel sistema de coleta, efetuou a remogé&o da

espuma por meio exaustor acoplado ao fermentador em intervalos de 24 horas para
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a fermentacdo a 150 rev.min™ e em intervalos de 12 horas para as fermentacdes
conduzidas & 250 e 350 rev.min™. Posteriormente, a espuma foi liquefeita
naturalmente em temperatura ambiente e centrifugada a 18000xg por 15 minutos,
para remocdo de células. O sobrenadante adquirido foi entdo submetido a
precipitacdo acida por adicdo de acido cloridrico concentrado até pH = 2,0 sendo,
entdo, mantido em repouso por 24 horas em refrigeracdo a 4°C para total
decantac&o do extrato bruto contendo o biossurfactante. Em seguida, o precipitado
foi separado do sobrenadante por centrifugacdo nas mesmas condi¢Oes citadas
acima, lavado duas vezes com agua acidificada pH = 2,0, ressuspendido em agua
destilada, congelado e liofilizado. Sendo que ao final da fermentacdo, o meio de
cultivo restante também passou por acidificacdo para posteriormente recuperar o

biossurfactante.

Coluna de Fracionamento

Saidade Ar

Receptor de espuma

Biorreator

(1) Aparelho usado para simular a coleta de espuma (Davis et al, 2001)

Sensor
Sensor
de pH

. DO )
Injecaode e > ” _, Saida de ar e espuma
Ar —
[ ) [ ) Saida de Ar
—>
.
o Tanqqe d~e
Biorreator precipitacao
e acida de
[ | Surfactina

Reciclode Células/‘ Coletor de espuma

(2) Descricao de esquema de fermentacao e coleta de espuma. (Yeh et al, 2006)

Figura 33 - Protétipos de Biorreatores.
Fonte: (Hsieh , 2007)
Nota: Adaptado pelo autor.
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6 AVALIACAO PARA VARIACAO DE ESCALA DE PRODUCAO

6.1 SCALE UP

De modo geral, depois de efetuados experimentos e anlises dos resultados
em escala de bancada e piloto, o préximo passo é transformar a escala a nivel
industrial. Como cita Badino Junior e Schmidell (2001), no desenvolvimento de
processos quimicos, quando encontradas as condigbes econdmicas adequadas de
operagao em escala de bancada, nos quais valores elevados de produtividade sé&o
identificados ocorre a necessidade de se ampliar a escala de producéo.

Segundo Bognolo (1999 apud BEZERRA, 2006) os custos médios dos
biossurfactantes variam de cerca de US$10,0/mg referente a surfactina purificada
(98% de pureza) utilizada em pesquisa biomédica até de US$2,0/kg a $4,0/kg para
formulacbes de emulsdo propostas no inicio dos anos 80 para limpeza de tanques e
recuperacdo de 0leo. Estimativas no inicio da década de 90 apontam que o custo
dos biossurfactantes varia de US$3,0/kg a US$20,0/kg. Atualmente, o preco da
surfactina é de R$ 96,8/mg com teor de pureza acima de 98%. (SIGMA-ALDRICH,
c2013). Devido a este alto valor agregado a surfactina e por ndo existir atualmente
processos consolidados para sua producdo, pesquisadores estdo a procura de
processos mais eficientes e com baixo custo.

A variagdo de escala é um problema comum no ramo de Engenharia Quimica.
Em se tratando de bioprocessos, devem ser conduzidos com tratamentos especiais,
pois ainda que se utilizem conceitos aplicados a qualquer outro processo quimico
neste caso deve-se levar em consideragdo a presenca do microrganismo. Na
ampliagéo de escala, utiliza-se dados obtidos na otimizagcdo do processo em escala
piloto ou de laboratério para estabelecimento das varidveis de operacdo na escala
industrial, porém muitas vezes ao se ampliar a escala de produgéo as condi¢des
ambientais ndo se mantém constantes obtendo assim resultados diferentes e
insatisfatorios aqueles obtidos em escalas reduzidas (laboratorial e piloto), sendo
essas condigbes necessarias para ter a reprodutibilidade da atividade fisiolégica do
microrganismo (0 agente da transformacdo quimica do substrato em produto)

(Pereira Junior; Bon e Ferrara, 2008).
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A partir disso, desenvolveram-se varios critérios para ampliagdo de escala
baseados na similaridade geométrica necessaria para se conseguir as mesmas
respostas obtidas em escalas reduzidas (Figura 34) seguindo suas referentes
correlagcdes (Anexo B), como citam Badino Junior e Schmidell (2001). Na qual a
aplicacdo adequada de cada uma delas, ou a sua combinagdo com outro(s)

depende de uma série de fatores, caracteristicos para cada Bioprocesso.

Constancia da poténcia no sistema néo aerado por unidade de (P)
volume de meio |74
Constéancia do coeficiente volumétrico de transferéncia de (k, a)
oA La
oxigénio
Constancia da velocidade na extremidade do impelidor (vu-p)
Constancia do tempo de mistura (t,)
Constancia da capacidade de bombeamento do impelidor (F /V)
Constancia do numero de Reynolds (Nge)
Constancia da presséo parcial ou concentracao de 0, dissolvido (C)

Figura 34 - Critérios de ampliacao de escala normalmente recomendados para biorreatores
convencionais.

Fonte: (Badino Junior e Schmidell, 2001)

Nota: Adaptada pelo autor.

6.2 BIORREATORES DE ESCALA INDUSTRIAL

Apos condicionar o meio de cultivo e o agente biolégico, as aten¢des sao
voltadas para o biorreator, elemento essencial para o processo. Segundo Pereira
Junior; Bon e Ferrara, (2008) no biorreator ocorrerdo varios fenbmenos quimicos,
fisicos e bioldgicos. Sendo que para a projecdo de um biorreator, devem ser levados
em consideragdo os seguintes aspectos: a cinética do Bioprocesso, o calculo das

tubulacdes e equipamentos necessarios para manutencdo de esterilidade, as
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caracteristicas hidrodinAmicas do meio reacional, a transferéncia de massa de
nutrientes na célula, a transferéncia de massa de oxigénio da fase gasosa para o
seio do liquido e, posteriormente, para as células (em processos aerados), a
transferéncia de massa de produtos e subprodutos das vizinhangas das células para
o0 seio do meio de cultivo, a transferéncia de calor metabdlico e o controle da
fisiologia microbiana.

Badino Junior e Schmidell (2001) ressaltam ao se seguir a simetria
geométrica (Figura 34), pode-se chegar a reatores de dificil transferéncia para as
instalagdes industriais, sendo mais interessante em determinados volumes
objetivados no processo deve-se diminuir o numero de reatores de grandes
dimensodes, aumentando o nimero de reatores com menores dimensoes.

Para Shuler e Kargi (2010), geralmente, fermentadores mantém uma relagéo
entre altura e diametro de 2:1 ou 3:1. Sendo que, se a proporgao entre altura e
didmetro permanecer constante, entdo a relagdo entre superficie e volume diminui
drasticamente durante o aumento de escala. Esta alteracdo reduz a contribuigéo
relativa de arejamento de superficie para fornecimento de oxigénio dissolvido, e
remocdo de dioxido de carbono em comparagdo com a contribuicdo de
borbulhamento. Para fermentagbes bacterianas tradicionais, o arejamento da
superficie ndo € importante, mas, para culturas sensiveis ao cisalhamento pode ser
critico devido a restricdes na agitacdo e no borbulhamento. Sendo de grande
importancia nas fermentacdes bacterianas e de fungos o crescimento na parede. Se
as células aderirem a elas e se tais células aderentes alterarem o metabolismo, isso
afetara os valores na variagdo de escala. Ainda, em particular, as escalas de tempo
relativo para mistura e reagdo sdo importantes para determinar o grau de

heterogeneidade num fermentador.

6.2.3 Tipos e classificagao

Atualmente, o mercado dispbe de grande variedade desse importante
equipamento para o bioprocessamento da surfactina. Dessa forma Schmidell e
Facciotti (2001) levaram em consideracao diversas formas de classificagdes usuais e
elaboraram uma classificagdo mista e abrangente dos biorreatores (Figura 35) e

destacaram que dentre essa grande variedade os mais amplamente aplicados, cerca
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de 90% do total de reatores utilizados industrialmente, sdo os reatores agitados

mecanicamente (STR).

Reatores em fase aquosa

(fermentacdo submersa)

Com células/enzimas livres:
o Reatores agitados mecanicamente (STR: “stirred tank reactor”)
e Reatores agitados pneumaticamente
- Coluna de bolhas (“bubble column”)
- Reatores “air-lift”

o Reatores de fluxo pistonado (“plug-flow”)

Com células/enzimas imobilizadas em suportes:
e Reatores com leito fixo
e Reatores com leito fluidizado

e Outras concepgodes

Com células/enzimas confinadas entre membranas:
o Reatores com membranas planas

o Reatores de fibra oca (“hollow-fiber”)

Reatores em fase ndo-aquosa

(fermentacao semi-sélida)

e Reatores estaticos (reatores com bandejas)
o Reatores com agitacdo (tambor rotativo)
¢ Reatores com leito fixo

¢ Reatores com leito fluidizado gas-soélidos

Figura 35 - Classificacdo geral dos biorreatores.
Fonte: Schmidell e Facciotti, 2001.
Nota: Adaptada pelo autor.

Dentre os ja estudados para a produgdo da surfactina, seguem:

Reatores Agitados Mecanicamente (STR: “stirred tank reactor”), segundo
Pereira Junior; Bon e Ferrara (2008) sdo os mais utlizados e estudados
industrialmente, apresentando versatilidade e bons resultados a grande gama de

processos.
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Ele consiste num reator cilindrico geralmente equipado com chicanas
(“baffles”), cuja fungéo é evitar a formacado de vortice durante a agitagéo do liquido.
O agitador é alocado num eixo central do fermentador, contendo ao longo da altura,
uma seérie de turbinas, que podem ser de diferentes tipos sendo mais usuais o de

pas planas (“flate blade”):

Eixo Agitador
Saida de Gas \\" Entrada de Ar
S|
P L— g Saida de Agua
LA 4
A 4
Cesto : ’ V1
Catalisador ™ .
'\;\ == g 1~ Jaqueta
M ]
A 4
Chicanas —-—""‘F‘f% 4
A F’ {] §
Iniecs C_111111v111l_“‘
Necao g —
de Agua 1 7/ \K
Turbinas (pas planas) Aregador

Figura 36 - Modelo de um Reator STR adaptado com cestos catalisadores.
Fonte: Tajbl; Simons e Carberry (1966 apud Doran, 1995).
Nota: Adaptado pelo autor.

Reatores Agitados Pneumaticamente, no qual a agitacdo é proporcionada
pela atuagdo de um borbulhador de gas (nhormalmente ar) no reator sem a presenca
de um agitador mecanico, resultando assim em menores taxas de cisalhamento nas
células (SCHMIDELL; FACCIOTTI, 2001). Neste tipo, como cita Pereira Junior; Bon
e Ferrara (2008), a potencia necesséria para se atingir a mistura desejavel no
sistema reacional, visando a producédo de altas taxas de transferéncia de calor e
massa, é suprida pela energia cinética do liquido através de sua circulacdo pela
movimentac¢éo das bolhas, pneumaticamente, contendo ainda elevada relagéo entre
altura e diametro que proporcionam maiores retencdes de bolhas gasosas no seio
do liquido que induzirdo o movimento dele pela geracdo de presséo hidrostéaticas na
regido proxima a distribuicdo de ar. Esse tipo de reator pode ser classificado como
“air-lift” (Figura 37) e “bubble column” (Figura 38), sendo que, diferem entre si pela

presenca de dispositivos usados para aumentar o grau de mistura, favorecem
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escoamento axial, reducdo da coalescéncia das bolhas e a equalizagdo das forcas

cisilhantes ao longo do biorreator.

Gas Gas Gas

3 Too\,\Tubo/./ l °
"o . ‘ de arraste ° °
. ° | 4— Descida —° .  subida—"—° - Descida
P ° Subida j 1. °
. .A/ N ° l .° °T.
= __Aspersor_— ‘e
\_/
4 Aspersor
Ar Ar Ar
(A) (B) ©

Figura 37 - Configuracdes de um reator “air-lift”.

Fonte: Doran, 1995.

Notas: Adaptado pelo autor. Sendo: (A) e (B) Reatores de circuito interno nos quais
os fluxos de descida e subida s&o separados por defletores interiores e (C) Reator
com loop-externo, onde um separador cria curtas sec¢des horizontais na parte

superior e inferior.

Saidade gas
L~
o
o' & ©
o .. ’
8 .
. ° °
° o
° ° . o
) ° ' ° . ~
Lo e Injecao
o «— dear

Borbulhador

Figura 38 - Biorreator Coluna de Bolhas (“bubble column”)
Fonte: Doran, 1995.
Nota: Adaptado pelo autor.
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Reatores com células imobilizadas (Figura 39): nos quais as células
(biocatalisadores) se encontram imobilizados por um suporte inerte, como, por
exemplo, alginato, K-carragena, pectina, materiais ceramicos, vidro, silica
(SCHMIDELL; FACCIOTTI, 2001), ou até mesmo, como aplicou Hsieh (2007) na
producéo de surfactina, o copolimero poliuretano-poliuréia. Segundo Pereira Junior;
Bon e Ferrara (2008), existem vérias vantagens associadas a imobiliza¢do, como:
possibilidade de aplicagdo em reacdes enzimaticas de multiplas etapas; rendimentos
e produtividades elevados; estabilidade operacional geralmente alta; operagdes de
extragdo e/ou purificacdo de enzimas s@o desnecessarias; altas densidades
celulares podem ser empregadas; densidades celulares e atividades enziméticas
podem ser mantidas por longos periodos de operacdo; produtos podem ser
facilmente separados da bioparticula catalitica e menor suscetibilidade a
contaminagdes microbianas. Por outro lado as seguintes desvantagens potenciais
sdo apresentadas: reacdes indesejaveis podem ocorrer pela presenca de vérias
enzimas cataliticamente ativas; desprendimento de células do suporte e problemas

ligados a transferéncia de massa intra-particular.

Granulos de gel ¢ *

v Pequenas particulas
& I que se deslocam

=

As células sao presas

na matriz de gel
‘-J (B)

Figura 39 - Biorreatores com células imobilizadas.
Fonte: Pereira Junior; Bon e Ferrara (2008).
Notas: Adaptado pelo autor. Sendo: (A) Leito fixo e (B) Leito fluidizado
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6.4 PROCESSOS DE SEPARACAO E PURIFICACAO

Para Pereira Junior; Bon e Ferrara (2008) nesta etapa, as informagdes de
aspectos citologicos e fisiolégicos do microrganismo serdo de grande importancia,
ao momento em que a fisiologia microbiana indicara ndo apenas a geragdo como
também a localizagdo do produto. Se o mesmo for secretado, as etapas de
recuperacao seguem um roteiro diferente da recuperagao do produto intracelular.

A projecdo dos equipamentos que irdo compor esta etapa, segundo Neto
(2001 apud PEREIRA JUNIOR; BON; FERRARA, 2008) dependera da localizacdo
do produto (intracelular ou extracelular), do seu tamanho molecular, concentragéo,
solubilidade, polaridade, volatilidade e de outras propriedades fisico-quimicas do
meio de fermentacdo, como viscosidade, densidade, impurezas e particulas
indesejaveis. A opcéo pela operacdo de separacdo sera influenciada pelo tamanho
do proprio bioprocesso e do valor do produto. Os arranjos deverdo ser em série a fim
de se atingir o grau de pureza requerida (ex. extratos enzimaticos brutos ou enzima
purificada) e a forma final exigida para um dado produto (produto cristalizado,
liofilizado, liquido concentrado, prensado). A sequencia de operagdes, através da
qual o meio contendo a biomolécula a ser separada deve passar para a obtengéo de
um produto de alta pureza a nivel industrial, constitui-se basicamente das quatro

etapas a seguir:

1. Remocgao de material insoltvel (particulado). Operagdes comuns: filtracao,

centrifugacdo, decantacdo ou sedimentacao;

2. Isolamento primario. Onde a concentracdo de produto aumenta
consideravelmente e substéncias com diferentes polaridades s&o separadas do

produto. Operagdes tipicas: extragdo por solvente, precipitagéo e ultrafiltracao;

3. Purificacdo. Destina-se a remoc¢do de impurezas como também
concentracdo de produto. Exemplos séo: a precipitagdo fracionada e muitos tipos de

cromatografia liquida de alto desempenho;

4. Isolamento final do produto: Esta dltima etapa deve fornecer o produto

desejado em uma forma adequada para formulacéo final ou comercializacao direta.
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As operagdes aqui incluem: centrifugagcdo e subsequente secagem de um produto

cristalizado (liofilizado ou seco por spray drying).

6.5 TRATAMENTO BIOLOGICO DE RESIDUOS E EFLUENTES

Apos a geracdo de produtos, consequentemente gera-se residuos e efluentes
no processo. Em meio a diversas politicas e ideias sustentaveis cabe as industrias
estudarem esses residuos para que seja dada a destinacdo adequada aos mesmos,
ou ainda, reaproveita-los para aumentar os rendimentos do processo.

Como resalta Pereira Junior; Bom e Ferrara (2008), o processo de
industrializacdo e o desenvolvimento de tecnologias e produtos cada vez mais
avancados, ndo s6 o progresso e o bem-estar foram gerados, como também
problemas ligados a poluicdo ambiental foram se acentuando e trouxeram como
consequéncia a necessidade da conscientizagdo quanto a importancia da restricdo
de lancamentos indiscriminados de residuos nos solos, rios, lagos, oceanos e na
atmosfera. Sendo que, para o tratamento de efluentes, prescinde-se, naturalmente,
dos cuidados assépticos ou da manutencdo de culturas puras, onde compostos
intermediarios resultantes sdo transformados em outros até que substancias néo
toxicas sejam geradas, numa cadeia de eventos em que todos 0s microrganismos
desempenham um papel metabdlico de vital importdncia para que a
descontaminagao/destoxificacdo do ambiente se estabelega. Nos quais esse
tratamento pode ser idealizado, basicamente, em trés etapas:

Tratamento primario, que visa a remogdo dos contaminantes mais facilmente
separaveis (particulas com tamanho superior a 100 mm). As operacdes tipicas
aplicadas variam entre gradeamento, desarenamento e desengorduramento;

Tratamentos secundarios, onde séo retiradas as particulas sedimentaveis,
particulas suspensas menores e material solivel. Estes materiais, em sua grande
maioria, sao organicos, sendo comum o tratamento biolégico nestes casos. Essa
etapa varia entre a Biotransformacgédo, que constitui da degradacdo parcial de um
composto e na formagcdo de uma ou mais substéncias, que podem ou nao ser
menos tdxicas que o composto de origem, como também da Mineralizag&o, que é a
transformacéo total de uma substancia organica em outras inorganicas, tais como
dioxido de carbono e 4gua. Dentre 0s processos bioldgicos tradicionais destacam-

se: os Lodos ativados (processo continuo e aerado, com reciclo da microbiota
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floculante); a Digestdo anaerdbica, que além de reduzir a carga organica produz
metano; a Nitrificagdo, processo que possibilita a oxidagdo de amodnia a nitrito e,
posteriormente, a nitrato, produzindo um efluente final com baixa demanda
bioguimica de oxigénio. E ainda outros tipos de processo, como: lagoas aeradas,
biodiscos, filtros percoladores, reatores seqiienciais descontinuos;

Tratamento terciario, no qual é direcionada a remocdo de todos ou alguns
contaminantes remanescentes, sendo necessaria para enquadrar o efluente final as
condi¢cbes de qualidade exigidas para o lancamento e disposi¢do final no ambiente,
seja qual for o corpo receptor. Os processos usados nesta etapa incluem
tipicamente a filtragdo, ultra-filtracdo e adsor¢cdo. Podendo ser empregados, em

processos mais sofisticados, a eletrodialise e a osmose reversa.

Camara Clarificacao Tanque Clarificacao
de Grit primaria de aeragao secundaria

| P N . ey
s s s
e | — S e
B
. P evue e
r o L
»

Afluente | | Efluente

T V tratado

Reciclo do lodo ativado

v Lodo v
Solidos  primario

Residuo do lodo ativado

Sobr.ena.dante {Assaciacdo de Lodos®
digerido 1
[ -D jodo lod
Lodo espejo do lodo
— fr— i s - Compostagem
estabilizado o g
- Aplicacdoem solo
Digestor - Incineragdao
(Aerdbico e Anaerdbico) - Aterro

Figura 40 - Representacdo Esquematica de um Tratamento de Efluentes.
Fonte: Davis e Cornwell (1991 apud PEREIRA JUNIOR; BON; FERRARA, 2008)
Nota: Adaptado pelo autor
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6.6 PROJECAO DE PROCESSO

Nos dias atuais, a producdo de surfactina, assim como outros
biossurfactantes, ndo tem seu processo consolidado como outros produtos
processados através da fermentagdo, como por exemplo, o &lcool etilico e alguns
antibioticos. Apesar de que, como este trabalho pode apontar, estdo sendo
efetuadas diversas pesquisas para obterem-se melhores rendimentos e estabilidade
na producao a partir de Bacillus subitilis. Sendo que, alguns pesquisadores ja estao
realizando experimentos com altas produgdes.

No Brasil, como disponibilizado no site do Instituto Nacional de Propriedade
Industrial (INP1), foi efetuado o pedido de patente de n® Pl 1102550-6 A2 em maio de
2011 por pesquisadores da Unicamp, referindo-se ao processamento de uma cepa
modificada de Bacillus subtilis que apresenta um sistema de expresséo controlado
pela substituicdo da regido promotora e sua aplicagdo no processamento de
surfactina com altos rendimentos, viabilizando a sua produgéo de forma controlada.

Internacionalmente, de acordo com o portal PATENTSCOPE® (Portal que
possibilita 0 acesso a atividades e servigos relacionados ao Tratado de Cooperacao
em Matéria de Patentes (PCT)), que é mantido pela Organizacdo Mundial da
Propriedade Intelectual (OMPI), existe o registro da patente japonesa de n°
WO/2002/026961 com o titulo “PRODUCTION PROCESS OF SURFACTIN”
(Processo de Producéo de surfactina) de um processo para a produc¢éo de surfactina
que compreende uma cultura do género Bacillus num meio de cultura liquido
contendo farinha de soja ou ainda extrato como fonte de nitrogénio, acumulando
surfactina no caldo de cultura. Como também, de e um microorganismo do género
Bacillus que tem um potencial para a produgdo de surfactina bruta numa
concentracdo de 8 a 50 g/L em cultura durante 20 a 90 horas.

De acordo com a patente (n°® WO/2002/026961), a produgéo de surfactina
bruta numa concentracéo de 8 a 50 g/L a partir da linhagem modificada do Bacillus
subtilis, SD901 (FERM BP-7666), compreende na adicdo da cultura num meio
contendo farinha de soja, extrato de levedura, sendo cultivada com pH entre 6,9 e
7,5 e uma faixa de temperatura de 30 a 37°C durante 20 a 90 horas, sob condi¢des
aerébicas num meio liquido de cultura contendo, ainda, glicose ou maltose como
fonte de carbono; nitrato de amoénio , sulfato de amonio, cloreto de aménio, acetato

de ambnio, carbonato de amobénio ou bicarbonato de ambnio catalisador como uma
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fonte de nitrogénio; sais e vitaminas. Em que a concentracdo de farinha de soja, ou
um extrato de levedura em caldo de cultura é entre 0,5 e 20 w/ w %.

Os critérios primarios para um projeto, segundo Thiemann (2001), envolve a
coleta de dados referentes ao processo biolégico a ser desenvolvido, como também
a planta a ser construida. Sendo que, os dados do processo englobam informagdes
sobre a cinética do processo, balancos térmicos das reacdes, condigcdes de assepsia
necessarias, propriedades fisiolégicas do microrganismo, necessidade de matéria
prima e suas caracteristicas, entre outros. Ressalta ainda, que todas essas
informagbes fazem parte do “know-how” acumulado durante os experimentos em
escala de laboratorio e piloto, enquanto que os dados relacionados com o projeto da
nova planta relacionam, fundamentalmente, com sua localizacdo, capacidade
instalada prevista, disponibilidade ou ndo de &agua, vapor, eletricidade, volume e
caracteristicas dos efluentes, tratamentos dos mesmos, etc.

A partir desses conceitos e de todas as informagdes pesquisadas neste
trabalho em nivel de laboratorio e piloto, pode-se compreender a produgdo de
surfactina em escala industrial, baseando em um fluxograma adaptado da produgéo
de enzimas industriais no qual a distribuicdo dos equipamentos necessérios para o

processo estédo langados:
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7 CONCLUSOES

Este trabalho teve por objetivo estudar o processamento do biossurfactante
surfactina a partir do Bacillus subtilis em escala de laboratério, abordando desde o
acondicionamento do microrganismo até os processos de purificacdo do produto,
avaliando os resultados adquiridos por pesquisadores e comparando com principios
tedricos de processos fermentativos. Como também, levantar e avaliar condi¢cdes
nesta escala para futuros estudos de variagdo da escala de sua produgéo.

Um planejamento de pesquisa com coleta de dados nacionais e
internacionais foi aplicado, passando desde experimentos em Universidades
conceituadas até patentes industriais, com o intuito de efetuar uma abordagem do
estado da arte desse importante biossurfactante.

A obtencdo destes dados tornou possivel se chegar as conclusdes que
seguem:

e Em geral, a producdo de biossurfactantes é dependente do metabolismo
celular e de acordo com os resultados adquiridos em escala de laboratério o Bacillus
subtilis se enquadrou nos requisitos propostos por Pereira Junior; Bon e Ferrara
(2008) envolvendo eficiéncia na conversao de substrato em produto; estabilidade
sob condigbes extremas de pressdo osmotica do meio, temperatura e forca ibnica;
resisténcia e tolerancia a substancias toxicas;

e O meio de cultivo, base para o desenvolvimento do microrganismo, nos
diferentes experimentos fundamentou-se na fonte de carbono, nitrogénio, fosforo e
elementos tragos;

e A abordagem da cinética nas diversas pesquisas ja realizadas chegou a
resultados importantes quanto as varidveis do processo como tenséo superficial, nos
quais atingiram-se valores minimos em torno de 28 mN.m™!; temperatura e pH,
otimizadas em torno de 30°C e 6,5, respectivamente; oxigenacdo e agitacdo em
torno de 1,5 (vwm) e 300 rpm, respectivamente e formacdo de produto chegando a,
aproximadamente, 6000 mg/L.

e Nas etapas de recuperagcdo observadas aplicou-se eficientemente a
centrifugacédo e precipitacao &cida.

A partir disso, foi possivel observar o grande potencial industrial apresentado

pela surfactina, sendo um biossurfactante eficaz e eficiente. Como também, a
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aplicagcdo de recursos renovaveis como matéria-prima favoreceu a reducdo de
custos no processo como também a valorizagdo do meio ambiente.

Contudo, ainda que j& exista um processo patenteado com elevado potencial
de producdo da surfactina bruta, numa concentracdo de 8 a 50 g/L em cultura
durante 20 a 90 horas como pbde ser observado no trabalho, e h& intensas
pesquisas para a otimizagcdo do seu processamento, iSSO nos remete a um futuro

prospero desse poderoso biossurfactante.
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ANEXO A — Meios de Cultivo

Meios utilizados em experimentos com o microrganismo Bacillus subtilis
ATCC 6633, aplicando residuo de soja (melago) em diferentes concentracdes de
acucares totais e meio formulado com base na composicao centesimal do produto e

do micro-organismo (Lima Junior, 2012):

- Meio formulado: glicose 16,28 g.L‘l; extrato de levedura 16,90 g.L‘l; KH.PO,4 0,55
g.L™ K.HPO, 0,55 g.L™h MgS0,4.7H,0 0,25 g.L™; CaS04.2H,0 0,24 g.L™; NaCl 0,13
g.L™"; FeS0,4.7H20 0,054 g.L*

- Meio formulado com melaco de soja 2% (corresponde a 20 g.L™ de aclcares
totais): 71 g.L* de melaco de soja; FeS04.7H,0 0,5 g.L™; KH,PO, 8,8 g.L™; NaCl
0,8 g.L™"; MgS0,4.7H,0 3,45 g.L™*; Na;HPO,4 0,5 g.L™*; ureia 10,4 g.L™

- Meio formulado com melaco de soja 4% (corresponde a 40 g.L™* de aglcares
totais): 142 g.L™ de melaco de soja; FeS0,.7H,0 0,5 g.L™; KH,PO, 8,8 g.L™!; NaCl
0,8 g.L™"; MgS0,4.7H,0 3,45 g.L™*; Na;HPO,4 0,5 g.L™*; ureia 10,4 g.L™

- Meio formulado com melaco de soja 6% (corresponde a 40 g.L™* de aglcares
totais): 213 g.L™" de melaco de soja; FeS0,.7H.0 0,5 g.L™*; KH,PO, 8,8 g.L™; NaCl
0,8 g.L™"; MgS0,.7H,0 3,45 g.L™"; Na,HPO, 0,5 g.L™"; ureia 10,4 g.L*
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ANEXO B - Correlagdes

Correlagbes aplicadas com base nos critérios de variagdo de escala (Figura 34),

abordados por Badino Junior e Schmidell (2001):

P
Na ampliagdo de escala de 1 para 2, mantendo-se o (;) constante, temos:

Regime laminar:

(7) e
Assim:
P\ _ (P
7).= )
ou,
N{ = N§

Regime Turbulento (Ng, > 10%):

Assim:
P\ (P
), = ),
ou,
N? D} = N3 D}
Sendo:

P : poténcia transmitida na agitacao (W)
V : volume do tanque (m°)
N : frequéncia de rotag&o (rps ou s™)

Di: diametro do impelidor (m)
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Na ampliagdo de escala de 1 para 2, mantendo-se o (kL a) constante, temos:

kiaa (1:/_9)14 (Vg)B

Assim:
(kpa), = (kpa);
Ou,
Pg\* B — (Pa)* B
(), 0)F = (), )
Sendo:

k,a : coeficiente volumétrico de transferéncia de O, (h™)
Py : poténcia transmitida ao fluido sob aeragéo (W)

V : volume de fluido (m®)

Vs : velocidade superficial (m.s™)

A e B: constante das dimensdes do tanque

Na ampliagdo de escala de 1 para 2, mantendo-se o (Utip) constante, temos:

Vtip @ ND;
Assim:
(Utip)1 = (Utip)z
Ou,
N1D; = N;D;
Sendo:

Utip: constante de velocidade na extremidade do impelidor (cm/s®)

N : frequéncia de rotag&o (rps ou s™)

Di: didmetro do impelidor (m)
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Na ampliagéo de escala de 1 para 2, mantendo-se o (tm) constante, temos p/

(Nge > 10°), H_e Dy proporcionais a D;:

N4

Assim:

(tm)l - (tm)z
ou,

1 1

(i)6 (%)6

Nt N3
Sendo:

t,,, . tempo de mistura (s)

N : frequéncia de rotacao (rps ou s™)
Di: didmetro do impelidor (m)
H_ : altura da coluna de fluido (m)

Dt : diametro do impelidor (m)

Na translagéo de escala de 1 para 2, mantendo-se 0 (FL/V) constante, temos:

o
Assim:
FLy _ (fL
¥),= ),
Ou,
Ny =N
Sendo:

F;: vazéao de circulac¢éo do fluido no interior do tanque(1/tegempo de circulagao caracteristico))
V : volume de liquido (m3)

N : frequéncia de rotag&o (rps ou s™)
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Na ampliagdo de escala de 1 para 2, mantendo-se o (NRe) constante, temos:

Nge @ ND?
Assim:
(Nge)1 = (Nge)2
ou,
N, D} = N, D},
Sendo:

Np,.: nimero de Reynolds (adimensional)
N : frequéncia de rotacao (rps ou s™)

Di: didmetro do impelidor (m)

Na ampliacdo de escala de 1 para 2, mantendo-se a vaz&do especifica de ar

((]) ) constante, temos:
ar

bqr (vvm) = ——=

Umeio t

Var 2
1%

Assim, sabendo-se que V a Dl-3:

Q) (&
i/ \Dj

Sendo:

®: vazao especifica de ar (vwm)

U: vazédo de ar e meio (m?3/s)

V: volume de meio (m?)

L. tempo (s)

Di: didmetro do impelidor (m)

Q: vazédo (md/s)




