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Abstract. During the process of cheese
fabrication, have been a high generation of
residue with high pollution potential, among
them the milk serum, that even after the
utrafiltration still presenting high average of
milk-sugar and salts. These residues can be
used in biosurfactants production, like
alternative sources for culture means of the
microorganisms, reducing production costs.
To application of these biocompounds is
necessary its recuperation, like the
separation using the membranes. This way,
the objective is recovery the biosurfactant
produced by Bacillus pumilus in culture
means composed with permeated of
ultrafiltration of milk serum, through the
process of separation using microfiltration
membranes. The permeated of ultrafiltration
was characterized and used in the culture
means to submerse fermentation for 5 days.
After that, was done the recovery through
the process of separation of the membranes
with pore 0,4 um, being analyzed the
superficial tension and emulsifying activity
to the fraction of brute, retained and
permeated. The fraction of retained
presented reduction of superficial tension
from 33,39 mN/m to 27,79 mN/m,
emulsifying activity oil in water 1,83 UE
and water in oil 41,40 UE, both to organic
phase of diesel. Therefore, the membrane of
microfiltration with pore 0,4 um proved it
was efficient to recovery the biosurfactant.
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1. INTRODUCAO

Os biossurfactantes sdo compostos de
origem microbiana, com alta capacidade
emulsificante e de reducdo da tensdo
superficial, além de  apresentarem
caracteristicas de biodegradabilidade, baixa
toxicidade e estabilidade em valores
extremos de pH, temperatura e salinidade
[1], o que contribui para 0 seu uso em
processos de biorremediacdo, atuando como
bioestimulante no meio. Devido aos altos
custos de produgdo, busca-se estudar
alternativas economicamente viadveis que
viabilizem a producgéo em larga escala, como
por exemplo, 0 uso de substratos de origem
agroindustrial.

O Brasil é considerado um dos maiores
produtores mundiais de leite, gerando
residuos com alto potencial poluidor, dentre
eles o soro de leite. O soro de leite pode ser
utilizado para a fabricacdo de produtos
secundarios, como 0 concentrado proteico,
que mesmo ap6s a ultrafiltracdo, apresenta
elevados teores de sais e lactose [2], que
podem ser utilizados como fontes
alternativas de nutrientes em processos
biotecnoldgicos.

A recuperacdo do biossurfactante é
outra etapa que possui elevados custos,
sendo esta responsavel por cerca de 60% do
custo total de producdo [3]. O processo de
separacao por membranas pode ser utilizado
para esta recuperagdo, pois conforme
Strathmann et al. [4], este método apresenta
simplicidade de operacdo e economia de
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energia, viabilizando o uso em escala
industrial.

Desta maneira, objetivou-se recuperar o
biossurfactante no meio de cultivo composto
de permeado da ultrafiltracdo do soro de
leite por processo de separacdo por

membranas.
2. MATERIAL E METODOS
2.1 Caracterizagdo do permeado

O permeado da ultrafiltracdo do soro de
leite foi caracterizado através das andlises
fisico-quimicas de nitrogénio livre, lactose,
proteina, cinzas, solidos totais e pH.

2.2 Producao do biossurfactante

Em erlenmeyers foram adicionados 50
mL de meio PC (Plate Count), juntamente
com duas alcadas do microrganismo
Bacillus pumilus, previamente isolado de
uma amostra de solo contaminado por
hidrocarbonetos, incubados a 30 °C por 48 h,
para ativacdo da bactéria.

Para a fermentacdo, o permeado da
ultrafiltracdo passou por um pré-tratamento,
sendo acidificado até pH 4, aquecido a 100
°C e ajustado o pH em 7, para precipitagdo
das proteinas. Apos, foi filtrado em algodao
e 0 sobrenadante foi autoclavado e
adicionado aos demais componentes do
meio de cultivo. Os componentes no meio de
cultivo foram estudados anteriormente [5],
determinando-se a melhor condicdo de
cultivo, sendo estas: 1% de sulfato de
amonio, 2% de Oleo de soja e adicdo de
solugédo de micronutrientes (composto de Br,
Cu, Mn e Zn), conforme Praveesh et al.[6] .
A fermentagdo submersa ocorreu com a
adicdo de 50 mL do permeado da

ultrafiltracdo, adicionados dos demais
nutrientes, e 2 mL de indculo, com
incubacdo em agitador orbital a 30 °C

durante 5 dias.

2.3 Recuperacao do biossurfactante

Apbs a fermentacdo, 0 meio fermentado
foi autoclavado, para destrui¢do térmica dos
microrganismos  presentes, e retirada
amostra para determinagdo da tensdo
superficial do extrato bruto. A recuperacao
do biossurfactante foi realizada através de
processos de separa¢do com membranas.

As filtragGes ocorreram tangencialmente
e foram realizadas em temperatura ambiente,
sendo a vazédo de alimentacdo constante e a
pressdo medida por um mandmetro. Foram
utilizadas duas membranas planas: a
primeira para retirada de particulas
grosseiras, de acetato de celulose e de poro
20 um; e a segunda para a recuperagdo com
membrana hidrofilica e constituida de
fluoreto de polivinilideno (PVDF) com poro
de 0,4 um. Ao final da sequéncia de
filtracdes, foram determinadas a tensdo
superficial e atividade emulsificante para as
fracbes de permeado e retido obtidas na
microfiltragéo.

2.4 Determinacéo da tensao superficial

A determinacéo de tensdo superficial foi
realizada pelo método do anel Du-Nuoy'’s
ring method, em amostras centrifugadas a
5000 rpm por 20 min, para obter-se 0 meio
livre de células.

2.5 Determinacédo da atividade
emulsificante

De acordo com os métodos propostos
por Martins et al. [7] e Decesaro etal. [8], a
producéo de biossurfactante foi determinada
através da atividade emulsificante (AE) agua
em Oleo (A/O) e oOleo em agua (O/A),
realizadas para os extratos bruto, retido e
permeado, resultantes da filtragdo. Em tubos
de ensaio, foram adicionados 3,5 mL do
extrato e 2 mL da fase organica da emulsao
(diesel ou gasolina), sendo agitado por 1 min
e deixadas em repouso por 1h para leitura de
absorbancia da emulséo O/A em
espectrofotdbmetro a 610 nm, obtida pela Eq.
(2). A leitura da altura da emulsdo A/O foi
medida apos 24h, e calculada pelas Eq. (3) e
Eg. (4). As amostras de branco foram



obtidas com agua destilada em substituicdo
dos extratos.

AEoa = (ABSamostra — ABSbranco) (l)
E = (hemulsao / htotal) x 100 @)
AEao0 = (Eamostra— Ebranco) (3)

Sendo:

E = Relagdo centesimal entre a altura da
emulsdo A/O e a altura total;

ABS = Absorbancia.

2.6 Tratamento dos dados

O tratamento dos dados foi realizado
através da analise de variancia (ANOVA) e
teste de comparacdo de médias de Tukey,
com nivel de confianca de 95% (p < 0,05).

3. RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1 Caracterizacao do residuo

Os resultados das anélises fisico-
quimicas do permeado da ultrafiltracdo do
soro de leite utilizado no meio de cultivo séo
apresentados na Tabela 1. Pode-se verificar
a alta concentracdo de lactose e solidos
totais (agUcares), e pouca proteina, havendo
a necessidade de adicdo de outra fonte de
nitrogénio ao meio, como o sulfato de
amonio.

Tabela 1. Caracterizacdo do permeado da
ultrafiltracdo do soro de leite

biossurfactante sdo apresentados na Tabela
2.

Tabela 2. Recuperacédo do biossurfactante
através da tensdo superficial das fragdes do
processo de separacdo por membranas

Extrato da Tenséo superficial
microfiltracao (mN/m)
Bruto 33,39+0,33"
Permeado 39,22+0,59°
Retido 27,79+0,86°

Permeado da

Parametro ; ~
ultrafiltracdo
Nitrogénio livre (g/100g) 0,03+0,01
Lactose (g/100g) 3,93+0,38
Proteina (g/100g) 0,28+0,04
Cinzas (g/100g) 0,38+0,08
Solidos totais (g/100g) 4,31+0,35
pH 6,50+0,04

Letras iguais indicam que ndo apresentaram diferenca significativa
ao nivel de 95% de confianga.

Observa-se que a menor tensdo
superficial foi obtida na fracdo de retido
(27,79 mN/m), demostrando que a
membrana de microfiltracdo teve capacidade
de separar o biossurfactante do meio. Em
estudos semelhantes, Mano [9] determinou
tensdo superficial para o retido de cerca de
27 mN/m utilizando ultrafiltracdo com
membrana de 30 kDa para Bacillus subtilis. ,
confirmando a eficiéncia do processo de
separacdo por membranas na purificacdo do
biossurfactante.

3.3 Avaliagéao da atividade emulsificante

Na  determinacdo da  atividade
emulsificante em fases organicas de diesel e
gasolina, destacam-se o0s resultados de
diesel, demonstrados na Tabela 3.

Tabela 3. Recuperacédo do biossurfactante
através da atividade emulsificante na
amostra bruta e frages do processo de
separacao por membranas

3.2 Avaliagao da tensao superficial

Os resultados de tensdo superficial
obtidos no processo de recuperacdo do

Parametro Amostra AE (UE)

Bruto 0,26+0,01°
AE O/A gasolina  Permeado  0,09+0,05°
Retido 1,01+0,01°
Bruto 0,75+0,05%
AE O/A diesel  Permeado  0,52+0,08°
Retido 1,83+0,24°

Bruto ND

AE A/O gasolina  Permeado ND
Retido 33,42+2,34°

Bruto ND




AE A/O diesel Permeado ND

Retido 41,40+0,26°

Letras iguais na mesma coluna para cada parametro indicam que
ndo apresentaram diferenga significativa ao nivel de 95% de
confianca. ND: ndo detectado

Destacam-se o0s resultados obtidos
para a atividade emulsificante O/A para a
fracdo do retido, com a utilizacdo de ambas
fases organicas. Da mesma forma, para a
atividade A/O os resultados do retido para
gasolina e diesel tiveram maior formacéo de
emulsdo, visto que nos extratos bruto e
permeado nao houve esta formacao.

4. CONSIDERACOES FINAIS

Pode-se perceber que o processo de
separacdo por membranas utilizando
membrana de poro 0,4 um mostrou-se
eficiente na recuperacdo de biossurfactante
do meio, pois as fragdes de retido
apresentaram reducdo da tensdo superficial
em comparagdo aos extartos brutos.
Portanto, 0 meio composto pelo permeado
da ultrafiltracdo do soro de leite foi eficiente
na producdo de biocompostos.
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