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RESUMO

Pode-se produzir corantes naturais a partir de um processo fermentativo
realizado por fungos com baixo custo ambiental, com grande eficiéncia
e sem a necessidade de instrumentacdo de grande porte para o
beneficiamento da matéria-prima. Fungos do género Monascus podem
produzir pigmentos amarelo, laranja e vermelho, entre outros
metabdlitos provenientes da fermentacdo de determinados substratos.
Estudar o processo fermentativo e os compostos secundarios gerados €
relevante para a compreensao das reacdes envolvidas e da significancia
dos resultados finais do processo. Durante o processo fermentativo
industrial sdo produzidos gases de exaustdo, contendo Compostos
Organicos \Volateis (abreviacdo em inglés - VOC) que sdo oriundos de
varios processos biogquimicos e quimicos, entre os composto de maior
interesse podem ser encontrados os Compostos Organicos Volateis
Microbianos (abreviacdo em inglés - MVOC). Os MVOC estdo
presentes em Vvarios processos de producdo em biotecnologia. Nesse
estudo ¢ avaliada a utilizacdo de dois métodos envolvendo SPME e SPE
(in vivo), na extracdo de MVOC, associados com 0 processo de
producdo de pigmento, pelo fungo do género Monascus. Foram testadas
duas espécies do fungo Monascus (Monascus ruber e Monascus sp.). O
fungo Monascus ruber foi utilizado para produzir pigmento vermelho a
partir da fermentacdo em biorreator, utilizando-se como meio de cultura
submerso uma mistura de 20 g L™ de p6 de arroz, 7 g L™ de glicina, 2 g
L™ de glucose e agua destilada. Os valores de biomassa e pigmento
vermelho encontrados para uma fermentacéo de dez dias foram de 4,03
+0,21 g LM e 3,96 + 0,17 (UA4g), mostrando que o desempenho da
fermentacdo € compardvel com o que ja foi descrito por outros autores,
estudando a mesma espécie de fungo Monascus. Foram encontrados
dezessete compostos associados com a presenca do fungo, sendo os
principais o etanol, 2-metil-propanol, 3-metil-butanol, 2-metil-butanol e
2-fenil-etanol. Tais compostos foram estudados através de modelos
empiricos, onde foram encontrados os valores maximos de 313,87 mg L
! para o etanol, 5,51 mg L™ para o 2-metil-propanol, 2,37 mg L™ para o
3-metil-butanol, 0,95 mg L™ para o 2-metil-butanol e 0,70 mg L™ para o
2-fenil-etanol. Esses valores foram obtidos com a extragdo (SPME), em
espaco confinado (ou headspace), do caldo fermentativo apés 102-120
horas de fermentacdo. Estudos online dos MVOC também foram
avaliados por coleta dos gases de exaustdo com cartuchos de Xad-2
(SPE), onde foram encontrados os valores méximos de 55,67 ug L™ para
o etanol, 1,28 pg L™ para o 2-metil-propanol, 0,18 pg L™ para 3-metil-



butanol, 0,10 pg L™ para o 2-metil-butanol, quando séo coletados 28,03
+ 0,04 L, em média, dos gases contendo os produtos da respiracdo
celular e os MVVOC identificados nesse trabalho.

Palavras-chave: Volateis microbianos. Fungo Monascus. Fermentagdes.
SPME.



ABSTRACT

Natural dyes can be produced from a fermentative process performed by
fungi with low environmental cost with high efficiency and without
large need for instrumentation to process raw material. The Monascus
genus of fungi can produce yellow, orange and red pigments, and other
metabolites from fermentation of certain substrates. Studying
fermentation process and generated secondary compounds is relevant to
understand reactions involved and the significance of the final results of
this process. During industrial fermentation process, exhaust gases are
produced, containing volatile organic compounds (VOC) derived from
various biochemical and chemical processes; among most compounds of
interest, it can be found microbial volatile organic compounds (MVOC).
The MVOC are present in many biotechnology production processes.
This study evaluates the use of two methods involving SPME and SPE
(in vivo), for extraction of MVVOC associated with pigment production
process, by Monascus genus of fungus. Two species of Monascus
fungus were tested (Monascus ruber and Monascus sp.). Monascus
ruber fungus was used for producing red pigment from fermentation in
bioreactor, using as submerged means of culture a mixture of 20 g L™
powder, 7 g L™ glycine, 2 g L™ glucose and distilled water. The values
of biomass and red pigment found for fermentation for ten days were
403 + 021 g L and 3.96 + 0.17 (UA480), showing that the
performance of the fermenting is comparable to that which has been
described by other authors who studied the same species of Monascus
fungus. Seventeen compounds were found associated with the presence
of the fungus, the main being ethanol, 2-methyl-propanol, 3-
methylbutanol, 2-methylbutanol and 2-phenylethanol. Such compounds
have been studied by empirical models, which have found maximum
values of 313.87 mg L™ for ethanol, 5.51 mg L™ for 2-methyl-propanol,
2.37 mg L for 3-methyl-butanol, 0.95 mg L to 2-methylbutanol and
0.70 mg L™ for 2-phenyl-ethanol. These values were obtained from the
extraction (SPME) in confined space (or headspace) of the fermentation
broth after 102-120 hours of fermentation. Online studies of MVOC
were also evaluated by collecting the exhaustion gases with XAD-2
cartridges (SPE), where were found the maximum values of 55.67 pg L
! for ethanol, 1.28 pg L* to 2-methyl-propanol, 0.18 pg L* to 3-
methylbutanol, 0.10 pg L™ to 2-methylbutanol, when collected 28.03 +
0.04 L, on average, of the gases containing the cellular respiration
products and MVOC identified in this work.

Keywords: Microbial volatiles. Monascus fungus. Fermentations. SPME.






LISTADE FIGURAS

Figura 1. Fluxograma dos distintos tdpicos que fazem parte da
organizacdo estrutural e da logistica aplicada na parte experimental para

resumir e ilustrar a estrutura desse trabalho. .........c..ccccoeiiiiiniiinenn 34
Figura 2: Estruturas dos principais componentes de cada pigmento
produzido pelo fungo do g&nero MONASCUS..........ccvevvevrreriereensesiesieneas 37
Figura 3: Micrografias mostrando as hifas (esquerda) e micélios (direita)
do fungo Monascus ruber, usado neste trabalho. ...........c.ccccooevveienenn. 39
Figura 4: Reagdes da fermentacdo alcodlica, de piruvato para etanol; a)
piruvato; b) acetaldeido; €) etanol. ..o 46

Figura 5: Catabolismo da fenilalanina pela via de Ehrlich, um exemplo
da formacdo de alcoois superiores por microrganismos; a) L-
fenilalanina; b) fenilpiruvato; c) fenilacetaldeido; d) 2-feniletanol; e€)
FENIIACETALO. .. .cveiveecce s 47
Figura 6: Figura ilustrativa de um sistema para microextracdo em fase
solida; a) fibra retraida; b) fibra exposta; fibra exposta em extracéo. ... 51
Figura 7: Resumo da metodologia para a fermentacdo, extragdo e
identificac@o A0S MVOC.........cceiieieeiec e 57
Figura 8: Micélios das culturas Monascus sp. (esquerda) e Monascus
ruber (direita) que foram utilizadas para experimentos de Fermentac&o.

............................................................................................................... 59
Figura 9: Esquema do biorreator; rotinas envolvidas no processo
fermentativo realizado com fungo do género Monascus....................... 61

Figura 10: Foto dos liofilizados dos caldos fermentativos; Monascus sp.
(esquerda) e Monascus ruber (direita), fermentacdo em Erlenmeyer.... 75
Figura 11: Espectros dos extratos brutos sobrepostos, com solvente de
extracdo acetonitrila:metanol — 1:1 (esquerda) e metanol puro (direita).
............................................................................................................... 76
Figura 12: Foto da coluna (300 x 10 mm) utilizada na separacdo do
pigmento produzido por fungo do género Monascus; a) inicio da
eluicdo; b) eluicdo do pigmento vermelho; c) eluicdo do pigmento
TV T S 77
Figura 13: Foto dos trés tipos de pigmentos que compdem o pigmento
vermelho Monascus, que foram separados em coluna de silica gel.
Pigmentos: amarelo, laranja e vermelho. ........c..cccocovvviiiiiiiiece 78
Figura 14: Foto dos pigmentos laranja (esquerda) e vermelho (direita),
€M SOIUGAD AQUOSA. .....vverveieiete ettt 79
Figura 15: Foto do caldo fermentativo: bruto, centrifugado e filtrado em
membrana de PVDF (0,22 m). .....cooovvveiiiininceeee e 80
Figura 16: Foto do biorreator utilizado para producéo de pigmento, por



fungo Monascus ruber; a) lavadores de gases; b) biorreator; c) resfriador
de cartuchos (Xa0-2).......ccooererieieirerieee e 82
Figura 17: Representacdo gréafica da curva suavizada para ilustrar a
média da biomassa (mg) das duas Gltimas fermentac6es (02 e 03)....... 85
Figura 18: Gréfico de barras dos efeitos para o composto 3-metil-
butanol, adotado como exemplo dos célculos dos planejamentos
realizados em GC-FID. A: pH; B: diluigdo; C: tempo de extracdo; D:
temperatura de eXIraGA0 ........cvveruerieiie e e 89
Figura 19: Gréficos de efeito principal para o composto 3-metil-butanol,
adotado como exemplo para os planejamentos fatoriais fracionarios

realizados €M GC-FID. .......cccccoovieiiiiiiccce s 90
Figura 20: Gréaficos do efeito principal para o etanol; exemplo para
ilustrar o efeito sobre a resposta para 0s alCOOiS. .......c..cccevvevvrereriennns 94

Figura 21: Diagrama do cubo das médias por combinagdo dos niveis;
exemplo para ilustrar a avaliagdo conjunta para os valores de médias dos
niveis. A: pH; B: diluicdo; C: tempo de extragdo.........c.ccecevvevvrerrernnne 95
Figura 22: Sintese para os calculos realizados para o 2-metil-propanol;
a) diagrama de contorno; b) superficie de resposta. Respostas: areas dos
picos divididas por 10° UNIAdeS. ...........o..ovveeeeereeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeenn, 96
Figura 23: Grafico dos efeitos principais para o composto 2-metil-
propanol, exemplo da aplicagdo do planejamento fatorial para
compostos coletados dos gases de exaustdo do biorreator. ................. 100
Figura 24: Estruturas dos compostos MVVOC com percentual acumulado
maior que 2%, encontrados nas amostras do caldo fermentativo;
codigos: a) c5; b) ¢8; ¢) ¢9; d) c14; e) c15; f) c20; g) c22; h) c24...... 107
Figura 25: Espectros de massas dos isdmeros 2-metil-butanol (c9), 3-
metil-butanol (c8), obtidos a partir da andlise dos cromatogramas de
jons totais para as amostras do caldo fermentativo e extracdo por Xad-2
dos gases de exaustdo do biorreator, durante a producdo de pigmentos
............................................................................................................ 108
Figura 26: Mecanismos caracteristicos da fragmentacdo dos isdbmeros do
composto pentanol, para um caso geral; a) desidratacdo; b) perda de
BLIHIENO. ... s 108
Figura 27: Graficos de setores com os valores de percentuais
acumulados durante os periodos das fermentacdes (5, 8 e 10 dias). ....110
Figura 28: Cromatograma de ions totais para exemplificar o tipo de
resposta obtida em amostras do caldo fermentativo, por utilizagdo de
SPME em espago confinado. ..........cocecereerienneinee s 111
Figura 29: Graficos de barras com os valores de areas integradas dos
picos para os compostos 3-metil-butanol (c8) e 2-nonanona (c20), dadas
por dia de fermentacdo, para a fermentacdo de 8 dias. ...........cc.cervnen. 112



Figura 30: Curva resultante da regressdo loess para o alcool 2-metil-
butanol, usada como exemplo do algoritmo aplicado para os cinco
MVOC MaiS FElEVANTES. ......ocveeeierereeie et 115
Figura 31: Gréfico de barras para o composto 2-metil-propanol (c5),
com os valores obtidos para as coletas por Xad-2 para as fermentagdes
Ferm. 02 @ FErmM. 03, ....oooiiieee e 122
Figura 32: Cromatograma de ions totais tomado como exemplo de uma
amostra dos gases de exaustdo do biorreator, extraida com cartucho de

D Lo SR 123
Figura 33: Gréfico de barras para o composto 2 - Metil - betanoal,
durante do o periodo da fermentacéo de dez dias.........cccoceevvvririennne 127

Figura 34: Gréaficos para avaliar os residuos do modelo do composto 2-
metil-propanol; a) grafico de probabilidade normal dos residuos; b)
gréafico de auto-correlagio Cruzada...........ccoovvererieinenenieneese e 161






LISTADE TABELAS

Tabela 1: Pardmetros e caracteristicas do biorreator utilizado na
fermentacdo com fungo do género MoNnascCus. .........coceevverereevseesienienes 62
Tabela 2: Fatores e niveis para os planejamentos fatoriais fracionarios
(2*h, utilizando as fracdes do liquido fermentado por Monascus ruber,
avaliados em GC-FID € GC-MS. .......cccoveviiiiieene e 68
Tabela 3: Condigdes utilizadas para avaliacdo dos planejamentos e
amostras do liquido fermentado por Monascus ruber, em GC-FID e GC-
IS e e ens 68
Tabela 4: Fatores e niveis para o Planejamento Completo (23) com
pontos centrais, utilizando as fragdes do liquido fermentado por
Monascus ruber, avaliados em GC-MS. .........ccccceivvivviere s 69
Tabela 5: Fatores e niveis para o planejamento fatorial fracionario (2*%),
usados no estudo dos compostos extraidos por coleta com cartuchos de
D G210 RSP 70
Tabela 6: Desempenho da fermentacao realizada em biorreator; médias e
coeficientes de variacdo (C.V.) da biomassa e da absorbancia do
pigmento (densidade Optica em 480 nm; ODyg), para as trés
TEIMENTAGDES. ..o 81
Tabela 7: Valores das medidas de biomassa por gravimetria, obtidos das
coletas de 12 horas, para as trés fermentagdes; valores em miligramas de
DIOMASSA SECA. ..e.vvevviieiieeiee et 84
Tabela 8: Areas dos picos do 3-metil-butanol (Respostas), obtidas
diretamente pela integragéo dos picos dos cromatogramas, divididas por
10.000; para todas as corridas do planejamento fracionério 2** (em GC-

=] 0 TN 88
Tabela 9: Resultado dos testes de ANOVA para o0 modelo do composto
3-metil-butanol utilizando o software R.........ccccceocvvivvivicencveireeeen, 91

Tabela 10: NUmero de compostos do meio de cultura para as somas das
fragbes (mfl, mf2 e mf3) e percentuais de coincidéncia frente a
fermentacdo com maior nimero de compostos na soma das fracOes
=T T 7 T 102
Tabela 11: Nomes, n® no CAS (% de coincidéncia), codigo e total
acumulado (%) dos MVVOC encontrados nas trés fermentages por fungo
Monascus ruber em DIOITEALOr. .........cccceiereirirereeee s 105
Tabela 12: Faixa de concentragdo, coeficiente de determinagdo (R?),
limite de detecgdo (LOD) e quantificacdo (LOQ) para os alcodis
ESLUAAAODS. ...t e 117
Tabela 13: Resultados quantitativos para o0s &lcoois; massa,
concentracdo dos compostos, massa do composto por grama de



biomassa seca e coeficiente de correlacdo de Pearson entre as
quantidades do composto € a biomMasSa..........c.cceveveieererese e 118
Tabela 14: Valores quantitativos maximos (massa em pg), coeficientes
de variagdo dos maximos experimentais (C.V.), quantidades dos
compostos pelo total de fluido que escoa pelo cartucho em 24 horas
(M.V.H) e os valores dos periodos necessarios para atingir 0s maximos
experimentais (IN. MA&X). .....coivieririiiireee e s 121
Tabela 15: Valores quantitativos, médias e coeficiente de variagcdo entre
0s pontos maximos, para a extra¢do direta do caldo fermentativo e a
(o00] (=11 010 g - o LRSS 126
Tabela 16: Teste de recuperagdo para as amostras do caldo fermentativo;
valores de concentragGes avaliadas, médias obtidas (%) e coeficientes de
variacdo (C.V.) para os padrGes de etanol, 2-metil-propanol, 3-metil-
butanol, 2-metil-butanol e 2-fenil-etanol. ...........cccoevevviiici i, 157
Tabela 17: Teste de recuperagdo para as amostras da extracdo dos gases
de exaustdo (por Xad-2); valores de concentracfes avaliadas, médias
obtidas (%) e coeficientes de variagdo (C.V.) para os padrGes de etanol,
2-metil-propanol, 3-metil-butanol e 2-metil-butanol. ..............c.......... 159
Tabela 18: Testes estatisticos para os residuos do modelo do composto
2-metil-propanol; homocedasticidade e normalidade. ..........c..cccuev..... 161



LISTADE SIGLAS E ABREVIATURAS

ANOVA - Andlise de variancias

CAS - Chemical Abstract Service

Car - Carboxen

C.V. - Coeficiente de variagao

DVB - Divinil benzeno

GC-FID - Cromatografia a gas com detector por ionizagdo em chama
GC-MS - Cromatografia a gas com detector de massas
GNU — GNU is not Unix

HPLC - Cromatografia liquida de alta eficiéncia

ICH - Conselho Internacional de Harmonizacéo

IR - Infravermelho

Loess - Regressdo localmente ponderada

MS - Espectrometria de massas

MVOC - Compostos organicos volateis microbianos
NAD - Dinucleétideo de nicotinamida-adenina

NIST - Instituto Nacional de PadrGes e Tecnologia
NMR - Ressonancia magnética nuclear

PDMS - Polidimetil siloxano

PVDS - Fluoreto de polivinilideno

SDBS - Banco de dados espectral para Compostos Organicos
SPE - Extracdo em fase sélida

SPME - Microextragdo em fase solida

TIC - Cromatogramas de ions totais

UV - Ultravioleta

VOC - Compostos organicos volateis






LISTA DE SIMBOLOS

UAg0 - Unidade de densidade 6ptica a 480 nm

L - Unidade de volume (litros)

M - Unidade de concentra¢do molar

t - Teste estatistico de Student

F - Teste estatistico de Fisher

23 - Planejamento fatorial com trés variaveis e dois niveis
X - Variaveis independentes

Y - Variaveis dependentes

Y - Variaveis dependentes ajustadas

[ - Pardmetros ou coeficientes da regressdo

¢ - Erro aleat6rio ou experimental

p - Valor de probabilidade associado ao teste estatistico
A - Unidade de medida de comprimento (10™° m)

Amax - Comprimento de onda maximo

U.A. - Unidade de area integrada do pico no cromatograma
a - Probabilidade de cometer o erro do tipo | ao rejeitar Hq
Hq - Hipotese nula (referente a igualdade)

R2 - Coeficiente de Determinacao

m/z - Razdo entre massa e carga de um ion

LOD - Limite de deteccdo

LOQ - Limite de quantificagdo

r - Coeficiente de correlagdo de Pearson






SUMARIO

L INTRODUGAO. ..ot sses s 27
1.1 OBJETIVOS GERAIS .....oooieveeeeeeeee e 33
1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.......coiveveecieeieeeeeeeeeeveeieee s 33
1.3 ESTRUTURADE TOPICOS......ooevreeeeieiersseeie s 34

2 REVISAO DA LITERATURA .....coooveveveeeeeeveeeees e 35
2.1 ADITIVOS ALIMENTARES........coovvmreeeeeieneesessiessssiensensnnons 35
2.2 CORANTES NATURAIS......ooovecienreeeeeieeseeresessesien s, 36
2.3 PIGMENTOS PRODUZIDOS POR MICRORGANISMOS.....36
2.4 LINHAGENS USADAS PARA A PRODUCAO DE
PIGMENTOS......cooooveireereeeiesieesesiessesseesesssssssseessss s sensesnens 38
2.5 OS FUNGOS ......oovieeeiereeeeeieess s sessess s sesssssses s 38
2.6 NUTRICAO DE FUNGOS.......cooeviirieieisiseeeeiesesies s 40
2.7 PROCESSOS FERMENTATIVOS........coovvmrneereeisrnrierienseninnes 41

2.8 METAI?C')LITOS PRODUZIDOS DURANTE A
FERMENTACAO POR FUNGOS DO GENERO MONASCUS ....42

2.9 COMPOSTOS VOLATEIS MICROBIANOS (MVOC)............ 43
210 COMPOSTOS VOLATEIS MICROBIANOS E O
METABOLISMO FERMENTATIVO .....ccoooiiiiiinieinese e, 44
2.11 PRODUGAO DE ETANOL E ALCOOIS SUPERIORES.......44
2L L ELANOL oo 45
2.11.2 AICOOIS SUPEFIOTES......co.veevreeeeeeeeeereereeieseseeseesensereeseens 46
2.12 METODOLOGIAS UTILIZADAS PARA ANALISE DOS
METABOLITOS DE FUNGOS DO GENERO MONASCUS......... 48
2.13 TECNICAS DE EXTRACAO EM FASE SOLIDA (SPE) E
MICROEXTRACAO EM FASE SOLIDA (SPME).........ccccceeuunne. 49
2.14 PLANEJAMENTOS EXPERIMENTAIS ....coooooiviiiieieees 52
2.15 PLANEJAMENTO FATORIAL FRACIONARIO................... 53
2.16 PLANEJAMENTO COMPLETO COM PONTO CENTRAL.53
2.17 MODELOS EMPIRICOS........coooieeeeveeeriereeeeee e, 54
2.18 MODELOS NAO-PARAMETRICOS E REGRESSAO
POLINOMIAL LOCAL.....cct ittt 55
3 MATERIAIS E METODOS........cooiiieeieeeeeesseesisiesesiesernssnennes 57
3.1 MICRORGANISMOS........cooeiieieiseiee e 57
3.1.1 Manutencao das CUltUras..........cccccoveveiivreseeie e 58
3.1.2 Fermentacdo em Erlenmeyer .........ccoeerveiencieeinienen, 59
3.2 FERMENTACAO EM BIORREATOR........cccoomvurresrnrirrnrnins 60
3.3 COLETA, PREPARO E ARMAZENAGEM DAS
AMOSTRAS. ...ttt 62

3.4 PROCEDIMENTO PARA AS AMOSTRAS DO CALDO



FERMENTATIVO ..ottt 62
3.5 BIOMASSA PRESENTE NAS AMOSTRAS DO CALDO......63
3.6 PROCEDIMENTO EMPREGADO NOS CARTUCHOS DE
XAD-2 (SPE), PARA COLETA DA FASE GASOSA.......ccoceovnnines 64
3.7 DETERMINACAO QUALITATIVA DO EXTRATO
CONTENDO 0os PIGMENTOS PRODUZIDOS NA
FERMENTAGCAQO SUBMERSA..........covoieeeeerereeeeee e 64
3.8 DETERMINACAO DA QUANTIDADE DE PIGMENTO
VERMELHO PRODUZIDO NA FERMENTACAO..........cc.cooe...... 65
3.9 TESTE DE RECUPERACAO DO PIGMENTO LARANJA.....66
3.10 PLANEJAMENTOS EXPERIMENTAIS.......ccoovveirireirieine, 67

3.10.1 Planejamento para avaliar amostras das coletas do

caldo fermentativo e otimizar as condigdes para extragdo dos

3.10.2 Planejamento para avaliar amostras das coletas por
cartuchos de xad-2 e otimizar as condi¢fes para extragdo dos

IMIVOC ..ottt ettt ettt ettt e e esenenenes 69
3.11 PREPARO DOS PADROES DE QUANTIFICACAO............. 70
3.12 AVALIACAO DAS AMOSTRAS COLETADAS DO CALDO
FERMENTATIVO POR SPME E GC-MS.....c.ooovieieeeeeeeeeesereenn, 70
3.13 AVALIACAO DAS AMOSTRAS COLETADAS POR
CARTUCHOS DE XAD-2 POR SPME E GC-MS.....ccooovviveennnn. 71

3.14 TESTES DE RECUPERACAO PARA 0S ALCOOIS
EXTRAIDOS DO CALDO FERMENTATIVO E DOS GASES DE

EXAUSTAO ..ottt ettt ettt ettt ee et s e eeenenn 72
4 RESULTADOS E DISCUSSAO.......oeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeneenne 75
4.1 AVALIACAO DOS PRODUTOS EXTRAIDOS DO CALDO
FERMENTATIVO (PIGMENTOS E BIOMASSA)........cccocovevunnn. 75
4.2 PIGMENTOS PRODUZIDOS PELO FUNGO MONASCUS....76
4.3 BIOMASSA DO CALDO FERMENTATIVO......c.coovevevrernn. 83

4.4 PLANEJAMENTOS EXPERIMENTAIS PARA O CALDO
FERMENTATIVO E COLETA POR CARTUCHOS DE XAD-2....86
4.4.1 Planejamentos experimentais para avaliacdo do caldo

FErmMeNtatiVO........ccvcere e 86
4.4.2 Planejamento experimental para avaliacao da coleta por
XAA-2.coeees ettt e 99
4.4.3 Relevancia dos planejamentos experimentais.............. 100

4.5 AVALIACAO DOS PRODUTOS EXTRAIDOS DO CALDO
FERMENTATIVO POR SPME E POR CARTUCHOS DE XAD-2

4.5.1 FragBes dos meios de cultura (mfl, mf2 e mf3) .......... 101



4.5.2 Avaliagdo dos compostos volateis microbianos no caldo
Frmentativo. ... 103

4.5.3 Avaliacgdo qualitativa dos compostos MVOC.............. 103

4.5.4 Avaliacgdo dos percentuais dos compostos MVOC.......109
4.5.,5 Estudo por modelagem ndo-paramétrica dos MVOC

MAIS FEGQUIATES. .....ooviiieciice e e 112
4.5.6 Resultados dos testes de recuperacao para os alcoois
extraidos do caldo fermentativo e dos gases de exaustdo.....116
4.6 OBTENCAO DOS VALORES MAXIMOS QUANTITATIVOS
PARA OS CINCO MVOC ESTUDADOS NO CALDO
FERMENTATIVO ..ottt 117
4.7 OBTENQAO DOS VALORES QUANTITATIVOS PARA 0OS
QUATRO MVOC ESTUDADOS POR COLETA COM
CARTUCHOS DE XAD-2.....cctiitieiecie et sie e sae e 120
4.8 COMPARAQOES ENTRE OS VALORES ENCONTRADOS
PARA OS MVOC PRESENTES NA EXTRACAO DIRETA DO
CALDO FERMENTATIVO E NA EXTRACAO POR XAD-2.....124
5 CONCLUSAO. ...t 129
6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........coooeeeeieeeereereereseeenas 131
APENDICE A — Calculos e graficos para a biomassa do caldo
fermentativo referentes as fermentagcbes 02 e 03; codigos para 0
SOTEWATE R 147
APENDICE B — Célculos e gréficos para o 3-metil-butanol ; exemplo
para demostrar a analise realizada com o planejamento fracionario em
GC-FID, dos &lcoois ;codigos para 0 software R..........cccceevvevrerieenns 149
APENDICE C (continuacéo de B) — Célculos e graficos para 0 3-metil-
butanol ; exemplo para demostrar a analise realizada com o
planejamento fracionario em GC-FID, dos alcoois; codigos para o
SOTEWAIE Rt 151
APENDICE D (continuacio de B) — Célculos e gréficos para o 3-metil-
butanol ; exemplo para demostrar a analise realizada com o
planejamento fracionario em GC-FID, dos alcoois; codigos para o
SOTEWAIE Rt 153
APENDICE E (continuacio de B) — Calculos e gréficos para o 3-metil-
butanol ; exemplo para demostrar a andlise realizada com o
planejamento fracionario em GC-FID, dos alcoois; codigos para o

SOFtWAIE R 155
APENDICE F - Teste de recuperagcdo para as amostras do caldo
FErMENTALIVO. ....eeieiecc e 157

APENDICE G - Teste de recuperacio para as amostras de extracio dos
gases de eXaustao (POF Xad-2).....c.cccvvereririererisesereseseseseseessesessenens 159



APENDICE H - Testes estatisticos e graficos usados na avaliagio dos
residuos do modelo para o 2-metil-propanol; homocedasticidade,
correlagdo e normalidade............ccoveiveriieieniene e 161



1 INTRODUCAO

Aditivos quimicos sdo utilizados ha décadas por industrias de
diversos ramos e em grandes quantidades. A quantidade e qualidade
desses aditivos sempre estiveram em debate nos meios de comunicacéo,
gerando polémicas. Informagfes pouco especificas acerca da natureza
guimica desses aditivos e seus efeitos ao organismo tornam dificeis as
pesquisas sobre sua utilizacdo a longo prazo e o que isso pode acarretar
a saude das pessoas. Entre os aditivos mais criticados encontram-se 0s
corantes, utilizados por diversas indUstrias para atrair a atengéo dos seus
clientes, uma vez que 0 aspecto visual do produto, associado a
gualidade, vai garantir o sucesso das vendas.

Os corantes artificiais adicionados aos alimentos, em parte para
atrair a atencdo e imitar o visual de uma fruta, legume ou carne, sao
certamente 0s mais questionados entre todos os aditivos. Na maioria dos
casos 0s corantes ndo sdo funcionais e, apesar de serem controlados pela
legislacdo, os corantes artificiais sdo utilizados na maioria dos produtos
consumidos. Intuitivamente as pessoas tém consciéncia de que 0s
corantes artificiais ndo fazem bem para a salde; apesar de a legislacdo
atual recomendar a utilizacdo de corantes naturais, ainda existem poucas
opcOes de produtos com corantes naturais ou até sem corantes. Embora
existam esforgos para se utilizar corantes naturais em alimentos, ndo é
muito simples substituir totalmente os corantes artificiais. A producdo de
corantes naturais € complexa, sua degradacdo € rapida e as opgoes de
cores sdo minimas (BOO et al., 2012; SHARMILA et al., 2013).

Existem métodos bem elaborados de extracdo de corantes
naturais. O corante urucum (Bixa orellana L.), por exemplo, é produzido
industrialmente por aguecimento das sementes com Gleo vegetal,
seguido por extracdo com solventes. Esse processo de extracdo €
demorado e requer purificacdo do corante e recuperacdo de solventes
(COSTA; CHAVES, 2005).

Pode-se produzir corantes naturais a partir de outras fontes ndo
vegetais como os fungos, por um processo fermentativo de baixo custo
ambiental com grande eficiéncia, pouco espago fisico e sem utilizacdo
de solventes, pois ndo ha necessidade de plantagdes e instrumentacéo de
grande porte para o beneficiamento da matéria-prima e preparacdo do
corante. O pigmento produzido por fungos e outros microrganismos nao
sd0 apenas corantes de efeito estético, sdo produtos do metabolismo,
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contendo em sua composicdo varios nutrientes funcionais como
proteinas, aminodcidos, vitaminas, carboidratos e outros compostos que
podem auxiliar na suplementagdo alimentar humana (HAMANO;
OROZCO; KILIKIAN, 2005).

Comumente, um pigmento de cor vermelha é produzido por
alguns fungos do género Monascus, porém as espécies de Monascus
podem produzir também pigmentos amarelo e laranja, entre outros
metabdlitos provenientes da fermentacdo de determinados substratos. A
utilizacdo desse género de fungo na producdo de pigmento vermelho é
muito difundida no Jap&o, na China, na Indonésia, na Coreia e na india.
A producdo de pigmentos por espécies de Monascus normalmente é
realizada pelo processo de fermentacdo em estado sélido, pois os fungos
filamentosos, como os do género Monascus, colonizam substratos
solidos com facilidade e podem crescer em baixo conteldo de umidade
(MEINICKE et al., 2012). Apesar da fermentacdo em estado sélido ser
tradicionalmente empregada, pode-se produzir pigmento vermelho com
fermentagdo por Monascus em meio submerso; esse meio possui
algumas vantagens em relacdo ao meio solido, como a possibilidade de
controle de pH e nutrientes durante o processo fermentativo, porém
existem implicagdes no uso em alimentos. A literatura existente gera
algumas davidas a respeito do processo fermentativo em meio submerso
e sua aplicacdo em alimentos, o que impede que outras formas de
substratos sejam testadas, além de desestimular o estudo de novas
metodologias para o controle do processo. Sendo assim, a fermentagdo
em meio submerso é um processo novo e promissor, para fungos do
género Monascus, necessitando de uma investigacdo cientifica mais
aprofundada (MORITZ, 2005; MUKHERJEE; SINGH, 2011). O estudo
de compostos organicos gerados durante o processo pode possibilitar a
utilizacdo de outros substratos na producdo de pigmento.

Alguns compostos, como o etanol e o acido malico, presentes
nas fermentacdes com gréo de arroz e outros, estdo sendo avaliados por
outros autores (SOUZA; MENEZES, 2004; CHAMPDORE et al., 2009;
GASHLAN, 2009). Existem varios compostos de origem microbiana
gue recebem pouca atencdo quando se trabalha com produgdo de
pigmentos por fungos, entre eles, uma série de &lcoois, aldeidos, ésteres
e cetonas. Apesar desses compostos serem produtos frequentes do
metabolismo, apenas alguns poucos sdo medidos e estudados com
frequéncia. Recentemente tem se estudado algumas dessas classes de
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compostos microbianos, principalmente os mais volateis, com o objetivo
de entender as relagbes com a bioquimica dos processos, ndo apenas
para a producdo de pigmento mas em Varios outros processos. O nimero
de trabalhos com esses compostos, que hoje se conhece como MVOC,
abreviacdo em inglés para Compostos Organicos Volateis Microbianos,
ainda é pequeno se comparado com 0s compostos bem conhecidos,
como o etanol e a acetona. Esses dois compostos sdo produzidos em
guantidades considerdveis nos processos fermentativos, porém varios
outros volateis microbianos de menor propor¢do ndo sdo avaliados,
muitas vezes sdo até ignorados. Mais recentes ainda sdo os estudos
envolvendo o sinergismo e 0 antagonismo provocado por varios
compostos volateis microbianos, quando interagem com outros seres
vivos, normalmente microscépicos (TUNC et al., 2007). Trata-se de
uma série de interacBes pouco conhecidas entre espécies de
microrganismos ou com células especializadas da propria espécie,
promovendo reac¢Bes de maturacdo ou inibicdo, por via do ar. No caso de
producdo biotecnolégica de pigmentos naturais, esses compostos
microbianos volateis ndo sdo aproveitados, sendo rejeitados através da
exaustdo dos reatores juntamente com o didxido de carbono da
respiracdo celular. Existem varios métodos para andlise de compostos
volateis, no entanto, medicdes feitas em tempo real necessitam de
equipamentos de medidas in loco, que nem sempre possuem a
sensibilidade analitica desejada pelo analista. Uma alternativa
economicamente vidvel é a utilizacdo da microextragdo em fase solida
(abreviagdo em inglés - SPME) para extrair com maior eficiéncia
compostos volateis microbianos in vivo quando se necessita de maior
sensibilidade (WANG et al., 2016).

Sendo assim, o presente trabalho avaliou alguns procedimentos
de extracdo de compostos organicos volateis MVOC associados com o
processo de producédo de pigmento, pelo fungo do género Monascus. Os
compostos avaliados sdo 0s emitidos ou produzidos durante 0 processo
fermentativo submerso e apds o término do processo. Para a
fermentacdo foram utilizadas duas espécies de fungos do género
Monascus. Um deles, Monascus ruber CCT 3802, é proveniente de
colecdo de cultura e aparece em trabalhos onde se produz pigmento
vermelho por fermentacdo de grdos de arroz (JOURNOUD; JONES,
2004). O outro, é um fungo selvagem, Monascus sp., cuja produgdo de
pigmento vermelho se queria verificar. As duas espécies foram avaliadas
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separadamente, nos mesmos tipos de meios de cultura, em fermentacéo
submersa em Erlenmeyer.

O foco principal deste trabalho foi a avaliacdo e a otimizagéo
das metodologias de analise dos compostos organicos e metabdlitos
mais relevantes, encontrados no processo fermentativo citado acima. Foi
utilizado um reator (biorreator) especialmente projetado para que se
pudesse extrair os compostos organicos volateis durante o processo
fermentativo, assim como retirar aliquotas da fase liquida para que se
pudesse avaliar os compostos presentes naquela, principalmente os
pigmentos vermelho e laranja. O pigmento vermelho e a biomassa
fangica foram utilizados como referéncia para a comparacdo do
desempenho da fermentacdo, como o descrito por outros autores
(MEINICKE et al., 2012).

A avaliacdo dos MVVOC da fase de vapor foi realizada durante a
fermentacdo (online), com o emprego de extracdo e microextracdo em
fase sélida (SPE e SPME). Estas duas técnicas sdo bastante utilizadas
em conjunto com técnicas de separacdo, como cromatografia a gas e
cromatografia liquida. O estudo detalhado dos MVOC, do liquido (ou
caldo) fermentativo, foi necessario porque foi utilizado meio de cultura
complexo (p6 de arroz), onde reacGes quimicas podem ocorrer
paralelamente devido as mudancas de pH do meio, provocadas pelas
reacOes de degradacdo e sintese inerentes do processo fermentativo.
Alguns trabalhos encontrados em periddicos utilizam microextracdo em
fase solida para avaliar compostos organicos volateis de materiais
bioldgicos, visando principalmente as é&reas farmacologica e
toxicoldgica (LAVINE et al., 2012). Poucos trabalhos com énfase na
area biotecnoldgica e alimenticia sdo encontrados, onde se utiliza
microextragdo em fase sélida para avaliar metabdlitos durante o
processo fermentativo. A extracdo em fase solida (abreviacdo em inglés
- SPE), aplicada a fluidos gasosos, recebe muita énfase na area
ambiental, sendo muito utilizada para a anélise de ar e gases em
ambientes urbanos, hospitalares e industriais (YURDAKUL et al.,
2013).

Para o produto final da fermentacdo, fase liquida onde esta
presente o pigmento vermelho, foram utilizados alguns métodos de
separacdo e extracdo visando avaliar grupos de compostos como 0s
componentes do pigmento que contribuem para a cor vermelha (CHEN
etal., 2013).
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Por fim, os resultados foram utilizados para a montagem de um
perfil do processo fermentativo, em termos de compostos orgénicos
passiveis de extracdo pelas técnicas utilizadas nesse trabalho (SPE,
SPME). Através desse perfil foi possivel observar o comportamento da
distribuicdo dos MVOC durante diferentes periodos de fermentacéo,
separando-os dos demais compostos volateis ndo associados com o
microrganismo. Sabe-se, por trabalhos anteriores, que diferentes
espécies de fungos e diferentes meios de cultura irdo conter compostos
bastante peculiares, mas, por falta de metodologias e referéncias, esses
ndo sdo totalmente avaliados e alguns sdo, até mesmo, ignorados
(POLIZZI et al., 2011). Nesse trabalho, foi enfatizada a importancia do
planejamento experimental para obter uma maior eficiéncia, com menor
nimero de analises e menor gasto de recursos, mesmo se tratando de
uma fermentagdo de baixo custo operacional. Um grande volume de
andlises ndo é desejavel, principalmente porque a geracdo de residuos
guimicos e biolégicos requerem grande consumo de energia para serem
neutralizados; neste caso, a triagem realizada durante o planejamento
experimental é essencial para reduzir custos e melhorar a exatiddo dos
resultados.






1.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar a viabilidade de utilizagdo de duas metodologias de
extracdo, por SPME e SPE, frente a identificacdo e quantificacdo dos
compostos orgénicos volateis produzidos durante o processo de
fermentacdo e produgdo de pigmento vermelho pelo fungo do género
Monascus.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Produzir pigmento vermelho a partir da fermentagdo por
fungo do género Monascus, em biorreator, utilizando cultivo submerso
com meio de cultura de baixo custo e com produtividade comparavel
com a literatura.

b) Comparar o desempenho da fermentacéo, em biorreator com
meio submerso, com outras referéncias, usando o0s parametros de
biomassa e absorbancia do pigmento vermelho extracelular.

¢) Avaliar a viabilidade de utilizagdo da SPME para extracdo de
compostos organicos presentes no caldo fermentativo proveniente da
producdo de pigmento por fungo do género Monascus, durante o
processo e apdés o término desse. Otimizar o processo de extracdo
através de modelos empiricos e utilizar modelos ndo-paramétricos para
descrever o comportamento e o acUimulo dos principais MVOC
presentes durante o processo de producdo de pigmento.

d) Identificar e selecionar os compostos organicos produzidos
pela presenca do fungo do género Monascus (MVOC) e separa-los dos
demais compostos produzidos por processos degradativos (VOC)
produzidos antes e durante o processo fermentativo e de produgdo de
pigmento vermelho.

e) Avaliar a viabilidade de utilizacdo da extracdo em fase sélida
(SPE), com o uso de cartuchos de Xad-2, frente & extragdo de compostos
volateis presentes nos gases de exaustdo do biorreator, durante a
producdo de pigmento por fungo do género Monascus. Otimizar o
processo de extracdo através de modelos empiricos criados a partir de



experimentos fatoriais que combinam as técnicas de SPME e SPE com
posterior utilizacdo dos recursos disponiveis em GC-MS.

1.3 ESTRUTURA DE TOPICOS

Para ilustrar e resumir a estrutura desse trabalho é apresentado
um fluxograma dos distintos topicos que fazem parte da organizacdo
estrutural e da logistica aplicada na parte experimental.

Figura 1: Fluxograma dos distintos topicos que fazem parte da organizacéo

estrutural e da logistica aplicada na parte experimental para resumir e ilustrar a
estrutura desse trabalho.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Os principais assuntos para a compreensdo dos objetivos desse
trabalho estdo resumidos nos itens abaixo.

2.1 ADITIVOS ALIMENTARES

Nos ultimos anos, o consumo de alimentos industrializados
tornou-se um habito frequente entre as pessoas. Tais alimentos sdo
bastante atrativos porque oferecem diversas vantagens quanto a sua
praticidade e aparéncia. Ficou invidvel utilizar apenas alimentos in
natura, pois a demanda por alimentos deste tipo, apesar de ser grande,
requer alimentos de boa qualidade e com tempo de conservagdo
razoavel. E dificil conseguir essas duas qualidades em produtos in
natura, dai a necessidade de alimentos industrializados que,
inevitavelmente, deverdo conter aditivos alimentares de todos os tipos. A
utilizacdo de alguns aditivos quimicos pode contribuir para o
empobrecimento da dieta e aparecimento de doengas cronicas que
podem ser responsaveis pela diabetes, doengas circulatorias, entre outras
(SOUZA; MENEZES, 2004; BARRETO et al. 2005).

Aditivos quimicos sdo substancias puras ou complexas que
podem conter, ou nédo, valor nutricional. Nao sdo substancias naturais
dos alimentos e necessitam ser adicionadas com a finalidade de impedir
alteracOes diversas, conferir e intensificar a cor, aroma e sabor dos
alimentos. Entre os aditivos quimicos mais conhecidos e mais criticados
estdo os corantes artificiais, que, trivialmente, sdo os mais discutidos
porque sdo os aditivos visiveis dos alimentos, diferente dos conservantes
gue normalmente ndo possuem cor. Os corantes artificiais sdo
adicionados por questdes estéticas, para realcar e colorir os alimentos.
Eles ndo possuem uma funcionalidade nutricional, e sim um fim
meramente comercial. Segundo estudos realizados por Husain et al.
(2006), o uso de corantes artificiais pode ser prejudicial para a salde,
principalmente a infantil, pois os limites maximos de ingestdo de
corantes, normalmente, sdo estabelecidos para adultos. No entanto, a
adicdo de corantes artificiais aos alimentos esta longe de ser eliminada,
0 que traz prejuizos as pessoas que necessitam consumir alimentos
industrializados.
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2.2 CORANTES NATURAIS

Consideram-se como corantes naturais 0S pigmentos,
substancias coradas e inocuas, extraidas de fontes vegetais ou animais,
considerados os devidos métodos de extracdo e beneficiamento. Alguns
dos corantes naturais permitidos pela legislagéo brasileira sdo: agafréo,
cochonilha (acido carminico), antocianinas, carotentides, betalainas,
clorofilas, hemoglobina, paprica e urucum. Substancias coradas de
origem natural tem sido utilizadas ha varios anos para conferir aspectos
naturais aos produtos. Algumas delas possuem grande solubilidade em
6leos, o que facilita sua utilizacdo em alimentos com relativo teor de
gorduras como os derivados do leite e 6leos vegetais (DUFOSSE, 2006;
ABEROUMAND, 2011). Como exemplo de pigmentos de origem
vegetal e animal podem-se citar as antocianinas e o carmim. As
antocianinas sdo as substancias de maior abundancia no reino vegetal,
podem ser encontradas em grande abundancia distribuidas pelas flores,
frutos e demais vegetais superiores. Subprodutos da industria do vinho
sdo utilizados na preparacdo comercial de antocianinas. O Carmim é um
termo usado para definir um complexo de aluminio e acido carminico,
esse acido é extraido de insetos desidratados da espécie Dactylopius
coccus, e é empregado com bastante sucesso em produtos carneos como
salsichas, conservas e outros (TABAR, 2003; RAMOS, 2006).

2.3 PIGMENTOS PRODUZIDOS POR MICRORGANISMOS

Uma alternativa criativa para a producdo de pigmentos é a
utilizacdo de microrganismos como microalgas, leveduras e fungos. Um
caso bem-sucedido de producdo biotecnoldgica é o do betacaroteno,
citado por Downham e Collins (2000), onde as algas produzem misturas
de isdbmeros que sdo benéficas a salde se comparadas com o
betacaroteno sintético.

Producdo de pigmentos naturais por microalgas e fungos
filamentosos é bastante comum na natureza, em particular nos fungos.
Eles tém importantes funcdes na reciclagem e reaproveitamento da
matéria organica, possuem grande poder de adaptagdo, 0 que 0s torna
potencialmente produtores de diversas moléculas e sugere a utilizacdo
para fins industriais (BABITHA; SOCCOL; PANDEY, 2006).

Os fungos do género Monascus sdo bem conhecidos em paises
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como Japdo, China, Coréia, Indonésia e Taiwan. Nesses paises, utiliza-
se 0 pigmento produzido pela fermentacdo em estado sélido de materiais
amilaceos derivados de arroz. Os fungos desse género, em especial a
espécie Monascus ruber, produzem pigmentos vermelhos de interesse
comercial, que sdo atualmente bem empregados nos paises da Asia para
colorir arroz, algumas bebidas e carnes (VILAR et al., 1999; LIM et al.,
2000).

Apesar do pigmento vermelho ser muito atrativo
comercialmente, o fungo do género  Monascus produz também
pigmentos laranja e amarelo, cujos principais componentes s&o:
monascorubrina e rubropunctatina, para o0 pigmento laranja; monascina
e ankaflavina, para o pigmento amarelo; monascorubramina e
rubropunctamina, para o pigmento vermelho (ZHENG et al., 2009). A
figura 2 (itens a, b e ¢) ilustra as estruturas dos principais componentes
de cada pigmento, como citado acima.

Figura 2: Estruturas dos principais componentes de cada pigmento produzido
pelo fungo do género Monascus.
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Segundo Vendruscolo et al. (2013), o pigmento vermelho pode
ser considerado como a conversdo quimica do pigmento laranja, quando
em elevados valores de pH e em presenga de uma fonte apropriada de
nitrogénio. Os pigmentos produzidos pelo fungo Monascus sdo sensiveis
a valores extremos de pH (abaixo de 2 e acima de 10), exposicéo a luz e
calor, sdo pouco sollveis em &gua, porém podem reagir rapidamente
com grupamentos amino de proteinas e aminoacidos, formando
compostos sollveis. Os pigmentos podem manter sua coloracdo estavel
por diversos meses quando conservados em solventes organicos como
butanol (HAJJAJ et al., 1997).

Os pigmentos produzidos pelo fungo do género Monascus tem
grande destaque no Japdo, mas encontram-se bem difundidos para
outros paises, existindo mais de cinquenta patentes referentes ao
processo de producdo e modificacdo dos pigmentos Monascus (WONG
e KOEHLER, 1981; LIN et al., 2008).

2.4 LINHAGENS USADAS PARA A PRODUCAO DE PIGMENTOS

As cepas utilizadas na producdo de pigmentos Monascus sdo
empregadas, principalmente, para fermentacdo em meio sélido, devido a
sua adaptacdo nativa. As cepas isoladas e purificadas provém de paises
que as utilizam com grande frequéncia, como a Coréia, China,
Indonésia, Japdo e Tailandia. As cepas possuem algumas caracteristicas
comuns, no entanto também ha muitas peculiaridades quanto ao fator de
crescimento, tonalidade e composicdo do pigmento, rendimento da
transformacdo do substrato e composicdo dos metabolitos e produtos
secundarios. Devido a um interesse recente por produtos do
metabolismo do fungo Monascus, que podem ser usados no controle de
doencas e de crescimento microbiano, varias cepas estdo se tornando
mais populares em pesquisas na area médica e nutricional (WANG; JU;
ZHOU, 2005; PISAREVA; KUJUMDZIEVA, 2006).

2.5 0S FUNGOS

O reino fungi é constituido pelos organismos denominados
fungos, liquens e algas do género Prototheca. Entre suas caracteristicas
mais marcantes, encontram-se as células do tipo eucaridticas (nicleos
com membranas), semelhantes as de outros organismos eucarioticos,
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porém nao formando tecidos verdadeiros, ndo armazenam amido como
as células vegetais, mas glicogénio, semelhante as células animais. As
células apresentam parede celular composta de quitina, um
polissacarideo estrutural formado por N-acetil-D-glicosamina, unidas
por ligacGes B(1,4) glicosidicas, sendo aquela considerada como o
analogo da celulose nas plantas (LACAZ et al., 2002).

Os fungos possuem estruturas especiais chamadas de “Aparelho
vegetativo ou micélio”, que sdo formadas por uma célula ou um
conjunto de células, cujas funcGes se relacionam com a vida vegetativa
dos fungos. Quando o micélio é dividido em compartimentos,
denominados de septos, é chamado de filamentoso. Os micélios (falsos
tecidos) sdo formados por tramas de corpos vegetativos denominados de
hifas, ilustrados na micrografia da figura 3, para o fungo Monascus
ruber, corados com azul algoddo (corante para micrografias). As hifas
do micélio vegetativo liberam e absorvem substancias, também s&o
responsaveis por fixar o fungo ao substrato.

Figura 3: Micrografias mostrando as hifas (esquerda) e micélios (direita) do
fungo Monascus ruber, usado neste trabalho.

Fonte: do autor

Os elementos envolvidos na reprodugdo dos fungos, como
esporos, sdo formados no aparelho de frutificacdo, onde podem ocorrer
dois modos de reproducdo: sexuada ou assexuada. A reproducéo
assexuada dos fungos se caracteriza pela falta de unido dos nucleos
celulares ou conjugacdo, portanto, sdo células ndo-sexuadas. Entre as
células ndo-sexuadas estdo os conidios, que possuem grande
importancia na perpetuacdo de vérias espécies de fungos. Embora a
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forma mais simples de reproducdo assexuada seja por esporos, tanto 0s
conidios como os esporos germinam quando em contato com substratos
naturais ou artificiais, formando micélios férteis. Diferente da
reproducdo assexuada, a reprodugdo sexuada produz células sexuais
(gametas) por unido, ou fusdo, dos ndcleos (LACAZ et al., 2002;
PAPAGIANNI, 2004, KRULL et al., 2013).

Semelhante ao que ocorre com outros microrganismos, 0s
fungos podem variar sua forma, mutacbes podem ocorrer
espontaneamente ou serem induzidas por substancias quimicas, calor ou
radiagdo. Para evitar mudancas de forma, os fungos sdo mantidos nos
laborat6rios em meios de culturas especificos, ricos em determinadas
substancias e pobre em outras, dependendo da sua espécie e funcao.

2.6 NUTRICAO DE FUNGOS

Os fungos séo heterétrofos, ndo possuem clorofila ou qualquer
pigmento relacionado com a utilizacdo da luz como fonte para obtengédo
direta de energia. Ndo armazenam amido e sim glicogénio, difuso em
seu citoplasma. N&o sdo capazes de sintetizar produtos organicos a partir
de carbono inorganico.

Para se alimentar, os fungos liberam enzimas no meio onde se
encontram. Essas enzimas degradam os componentes acessiveis do meio
em moléculas que podem ser assimiladas pelas células fungicas para
suprir suas necessidades metabolicas. Esse sistema complexo de
alimentacdo demanda um grande consumo de energia que ndo pode ser
desperdicada pelos fungos; isso propicia ~ um mecanismo de
sobrevivéncia que necessita ser eficiente. Para tal, os fungos
desenvolveram um sistema de defesa contra outros microrganismos. O
sistema de defesa dos fungos é bastante complexo. Basicamente pode-se
afirmar que os seguintes fatores contribuem para esse sistema: a
producdo de enzimas € controlada conforme os recursos disponiveis e
utilizados; os fungos produzem supressores de outros microrganismos,
como os antibioticos, toxinas e outras substancias, que impedem a
concorréncia pelos seus substratos. Devido aos seus atributos de
alimentacdo e defesa de territério, juntamente com suas qualidades
morfoldgicas que Ihes conferem um forte poder de adaptacdo, os fungos
podem sobreviver em varios ambientes e utilizar varios substratos como
fonte de alimentacdo. Em ambos os casos, alimentacdo e defesa de
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territério, os fungos produzem uma grande quantidade de metabdlito,
gue pode ser tanto extracelular como intracelular. A existéncia desses
metabdlitos depende de diversos fatores, como a composi¢cdo do
substrato, a linhagem do fungo, as condigdes de fermentagdo e outros
(MORITZ, 2005; BERTRAND et al., 2013).

2.7 PROCESSOS FERMENTATIVOS

A maneira mais simples de entender o processo fermentativo é
considera-lo como uma transformacao da matéria orgénica por enzimas,
utilizando microrganismos produtores em potencial. Varios processos
fermentativos estdo sendo aprimorados com o objetivo de produgdo de
enzimas, no entanto, um determinado processo fermentativo s6 chega a
escala industrial se for altamente compensatorio, competitivo e
inovador. Uma série de processos estdo sendo empregados atualmente
para aumentar a produtividade das fermentacgdes industriais; selecdo de
microrganismos produtores, melhorias nos projetos dos reatores,
utilizacdo de algoritmos em softwares, pesquisas e desenvolvimentos em
biologia molecular e genética estdo promovendo inovagdes e ganhos de
produtividade no aprimoramento dos processos fermentativos
(CARVALHO et al., 2005).

Vérias espécies de fungos tém sido utilizadas na inddstria para
produzir diversos tipos de compostos através de processos
fermentativos. Maior destaque pode ser dado as industrias das areas
farmacéutica, alimenticia e de producdo de materiais organicos.
Produtos organicos como &cido citrico, acido lactico, acido glucdnico,
acido galico, glicerina, penicilina, patulina e outros, tém sido obtidos
por acdo enzimética dos fungos de importancia industrial (LACAZ et
al., 2002, KHAN et al., 2014).

Os principais tipos de fermentacdo encontrados nos trabalhos
realizados com microrganismos sdo: alcodlica, latica e acetona-butanol.
A fermentacdo alcoodlica é um processo anaerdbio para producdo de
energia, onde ocorre producdo de etanol e dioxido de carbono como
produtos principais. Os subprodutos desta fermentacdo podem ser
alcoois superiores, glicerol, &cido piravico e succinico. Na fermentacéo
lactica, o produto principal é o &cido lactico, e como subprodutos podem
ser encontrados volateis como acetona, acetaldeido, acetoina e outros.
Butanol e acetona sdo os subprodutos formados na fermentacgéo acetona-
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butanol, o principal produto é o &cido butirico (BORZANI et al., 2001;
MEYER et al., 2013).

Nos fungos do género Monascus, a fermentacdo alcodlica
ocorre através do consumo da glicose do meio de cultura produzindo
etanol, que é consumido durante a producdo do pigmento vermelho. A
via metabolica para a formacdo do pigmento é bastante complexa, e 0s
subprodutos nédo sdo totalmente conhecidos (VENDRUSCOLO, 2009).

2.8 METABOLITOS PRODUZIDOS DURANTE A FERMENTAGAO
POR FUNGOS DO GENERO MONASCUS

Os fungos do género Monascus pertencem a familia
Monascaceae e ao filo Ascomycotina, existem varias espécies desse
género, porém, destacam-se as espécies M. Ruber, M. pilosus e M.
purpureus. Apesar de ser facilmente encontrado e disseminado na
Europa e na Asia, 0 fungo Monascus também pode ser encontrado no
Brasil. Recentemente, foi isolada uma linhagem de Monascus ruber van
Tieghen em milho brasileiro processado (RIBEIRO et al., 2003;
CHAGAS, 2012).

Além da fermentacdo do fungo Monascus produzir pigmentos,
também é possivel que outros metabolitos sejam produzidos ou
formados. Os dois mais estudados sdo: policetideos, que possuem
atividades bioativas, e citrinina (ou antimicina), uma micotoxina com
atividade hepato nefrotoxica (CHELI et al., 2013). A citrinina é um
metabdlito indesejavel na produgdo de pigmentos por Monascus; varios
estudos tém sido realizados com o propdsito de minimizar a producéo de
citrinina. Apesar dos esforcos para entender a via metabdlica que leva a
producdo de citrinina pelo fungo Monascus, ainda ndo foram
determinadas exatamente quais enzimas participam dessa via (PASTRE
et al., 2007; PANDA et al., 2010).

Outro metabdlito produzido por fungos do género Monascus € a
lovastatina (ou monacolina- k). Segundo Panda et al. (2010), esse
metabolito inibe a producdo de colesterol e reduz seu nivel no sangue.
Outros metabdlitos importantes sdo os 4acidos orgénicos (malico e
succinico). Segundo Vendruscolo (2009), esses &cidos mostram-se
ligeiramente inibidores da producgéo de pigmento, sendo de fundamental
importancia no mecanismo de fermentacdo pelo fungo do género
Monascus.



2.9 COMPOSTOS VOLATEIS MICROBIANOS (MVOC)

Pesquisas recentes tém avaliado uma série de compostos
organicos volateis produzidos por microrganismos com objetivo de
entender as relagdes e interacfes destes compostos com as unidades da
cultura e com outros microrganismos. Alguns desses compostos
organicos tém inibido ou estimulado o crescimento de diversas outras
espécies. Diferente dos metabdlitos liberados em fase sélida ou aquosa,
0s compostos volateis microbianos podem atuar em células dos micélios
e esporos através do ar, 0 que possibilita um alcance mais efetivo em
termos do mecanismo de estimulo ou inibi¢do, considerando que muitos
microrganismos possuem células expostas ao ar.

Alguns pesquisadores, como Mitchell et al. (2010), realizaram
estudos com compostos volateis microbianos sendo utilizados como
inibidores de crescimento de micrébios causadores de doengas em
plantas, um exemplo interessante de antagonismo. Outros autores, como
Minerdi et al. (2009), constataram a presenca de compostos
sesquiterpenos, responsaveis por inibir o crescimento micelial e reprimir
expressdo de alguns genes relacionados a um tipo de viruléncia.

Rezende (2010) citou como exemplo o fungo Muscodor albus,
sendo um reconhecido produtor de compostos oganicos volateis
antimicrobianos, capaz de produzir cerca de trinta compostos
pertencentes a cinco classes quimicas (alcoois, ésteres, cetonas, acidos e
derivados de lipidios). Ainda, segundo Rezende (2010), pouco se
conhece acerca da agdo dos compostos volateis sobre o controle
microbiano; acredita-se que eles atuam na expressdo de proteinas e
enzimas.

A utilizagdo dos MVOC para métodos de controle de pragas
(antagonismo) em cultivo de produtos agricolas foi estudada por Siva et
al. (2015); nesse trabalho foram estudados por GC-MS cerca de vinte e
sete compostos MVOC, que mostraram atividade antifingica quando em
testes in vitro.

Estudar as relagcBes de antagonismo e sinergismo ndo é uma
tarefa simples; em especial, as relagdes de sinergismo via MVOC séao
bastante complexas, envolvendo interagfes quimicas que muitas vezes
sdo desconhecidas. Os fungos ocupam uma grande parcela entre 0s
microrganismos presentes em praticamente toda a terra; grande parte
deles sdo originarios de florestas, mas possuem adaptabilidade



extraordinaria para varios ambientes. Gavin (2012) encontrou cerca de
150 compostos volateis em 16 fungos isolados de filmes
cinematogréaficos; nesse trabalho, os autores observaram alguns
marcadores quimicos comuns entre 0s fungos, 0 que proporcionou o
desenvolvimento de uma metodologia, por SPME e GC-MS, para prever
0 crescimento dos fungos sem a utilizagdo de microcultivo como é
tradicional.

No trabalho de Béck et al. (2010), foi medida a taxa de emisséo
de MVOC de oito fungos tipicos da floresta boreal, seus resultados
revelam que a emissdo de compostos volateis por fungos simbidticos e
decompositores pode ser significativa na cobertura do solo em florestas,
0 que implica em grande efeito para o antagonismo e sinergismo entre as
espécies naturais. No entanto, pesquisas como a de Back et al. (2010)
ainda sdo raras, necessitando maior investimento em tecnologias para
medidas in loco, uma vez que j& foram realizadas medidas laboratoriais.
Novas metodologias para melhorar a aplicabilidade de adsorventes para
compostos volateis também seriam de grande valia para pesquisas como
esta.

210 COMPOSTOS VOLATEIS MICROBIANOS E O
METABOLISMO FERMENTATIVO

Uma grande diversidade de compostos volateis microbianos é
produzida em pequena e grande escala por microrganismo, quando em
seu ambiente natural. Em escala industrial a sele¢do de cepas, a
recombinacdo genética e a inducdo da producdo de enzimas faz com que
grande quantidade de produtos microbianos seja altamente difundidos
para varios setores comerciais. Os alcoois simples e superiores sdao um
exemplo bem-sucedido de compostos volateis microbianos que podem
ser encontrados em uma gama de produtos comerciais. Entretanto, a
producdo daqueles por via de sintese quimica também se faz presente
(SHEN; LIAO, 2008).

2.11 PRODUCAO DE ETANOL E ALCOOIS SUPERIORES
Varios microrganismos tém se destacado como produtores de

insumos e produtos com alto valor comercial. No Brasil, 0 etanol recebe
prestigio diante do cenario mundial, com um combustivel renovavel,



revelando o grande potencial da producdo biotecnolégica no
crescimento do pais (HIRA; OLIVEIRA, 2009).

2.11.1 Etanol

Desde muito tempo, as leveduras sdo utilizadas para producao
de alcool por via fermentativa, principalmente para produzir o etanol.
Em paises com grandes reservas de petrdleo, o etanol é produzido por
via sintética a partir de hidrocarbonetos ndo saturados. No Brasil, a via
fermentativa é a forma mais importante de obtencdo de etanol; entre
2007 e 2008, representou 60% do alcool combustivel produzido no pais.
A disponibilidade de matéria-prima é o que torna o Brasil um pais com
grande producdo de alcool por via fermentativa. Outra caracteristica
importante, segundo Basso et al. (2008), é o fato de que 90% das células
de leveduras sdo recicladas e reutilizadas em sucessivas fermentacoes,
nos processos empregados no Brasil, contribuindo para a aceleragdo do
processo de producao.

A fermentacdo alcodlica é um processo de transformacéo da
glicose (para a producdo de etanol e CO,), que acontece no citoplasma
da célula, onde sdo realizadas doze reacdes cataliticas envolvendo
enzimas glicoliticas. O processo de producdo de energia por glicdlise,
gue é semelhante ao que acontece nos muasculos dos animais, tem como
produto final o composto conhecido como piruvato; esse composto da
origem ao etanol, sob a acdo de duas enzimas (descarboxilase e
desidrogenase). As reacOes da fermentacao estdo resumidas na figura 4.
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Figura 4: Reacles da fermentagdo alcodlica, de piruvato para etanol; a)
piruvato; b) acetaldeido; c) etanol.
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Varios fatores estdo envolvidos na producdo de metabdlitos e na
inibicho das enzimas produzidas por microrganismos. Os mais
conhecidos sdo: os nutrientes, temperatura, pH, substancias inibidoras
do préprio metabolismo, minerais e vitaminas.

Dois efeitos bastante conhecidos e que podem ocorrer quando
se trabalha com fermentagBes sdo o efeito Pasteur e Crabtree. O
primeiro ocorre em meio anaerdbio, com o decréscimo na producdo de
etanol e reducdo do consumo de agUlcar; o segundo acontece quando a
concentracdo de acglcar é alta e inibe a atividade de enzimas
respiratorias, ocorrendo producdo de etanol mesmo em meio aerébio
(BORZANI et al., 2001; PISKUR et al., 2006). Para o caso do fungo
Monascus, em processo de producdo de pigmentos a partir de compostos
amilaceos, pressupde-se que o etanol é produzido em limitacdo de
oxigénio ou por excesso de glicose, normalmente acima de 20 g L*
(CHEN; JOHNS, 1993).

2.11.2 Alcoois superiores

Assim com o etanol, os &lcoois superiores podem ser formados
a partir do metabolismo de carboidratos, com a formacdo de via
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glicoliticas, cujo produto final é o piruvato. Estudos realizados com
leveduras demonstram que esses microrganismos sao capazes de formar
alcoois superiores a partir do catabolismo de aminoacidos. A
assimilacdo dos aminodcidos é realizada através da via de Ehrlich; esta
via é a mais utilizada pela levedura para obter nitrogénio, quando esse se
encontra em concentracdes baixas. Um exemplo da via de Ehrlich é
mostrado na figura 5, para o catabolismo do aminoécido fenil alanina,
estudada por Vuralhan et al. (2003), para a levedura Saccharomyces
cerevisiae.

Figura 5: Catabolismo da fenilalanina pela via de Ehrlich, um exemplo da
formacdo de Alcoois superiores por microrganismos; a) L-fenilalanina; b)
fenilpiruvato; c) fenilacetaldeido; d) 2-feniletanol; e) fenilacetato.

COOH QOCH;

M H; o ©

a)
2-cetoglutarato

NADH + H'
Transaminase
L-glutamato +
NAD
COOH . o]
Descarboxilase =
o H ¢
COs
b)
NADH + H'
Desidrogenase
NAD"
OH

d)

O tipo do aminoéacido catabolizado ird determinar a espécie de
alcool superior que serd produzida: a partir da L-treonina obtém-se o n-
propanol, o 2-metil-propanol é derivado da L-valina, o 3-metil-butanol é
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derivado da L-leucina e o 2-metil-butanol é derivado da L-isoleucina. O
aumento dos referidos alcoois pode se dar por adicdo dos respectivos
aminoacidos ao meio de cultura. Uma vez formados, estes compostos
sdo excretados da célula (HAZELWOOD et al., 2008).

Mesmo em meios de cultura sem a presenca de aminoacidos, 0s
alcoois superiores podem ser formados a partir da concentracao do acido
pirtvico, formado no interior das células do microrganismo. No entanto,
0 metabolismo dos carboidratos leva a pequenas quantidades de alcoois
superiores para as cepas que ndo sdo especificas para producdo desses
alcoois. A importancia natural dos &lcoois superiores, em baixas
concentrac@es, esta no aroma das bebidas comercializadas por todo o
mundo.

Segundo Garavaglia (2006), a formacdo dos alcoois superiores
é mais propicia em pH ligeiramente acido (= 4,5), temperaturas em
torno de 20 °C, niveis altos de agucar (quando em baixa concentragéo de
nitrogénio). No entanto, em condicGes de aerobiose ou anaerobiose ndo
ha formacdo de quantidades equivalentes dos alcoois superiores, para a
aerobiose a quantidade de alcool 2-metil propanol e 3-metil butanol
pode ser superior em relagdo a anaerobiose.

212 METODOLOGIAS UTILIZADAS PARA ANALISE DOS
METABOLITOS DE FUNGOS DO GENERO MONASCUS

De acordo com Velmurugan (2011), para a analise dos
pigmentos produzidos por Monascus, geralmente utilizam-se medidas
de absorbancia dos pigmentos entre 400 e 500 nm. Algumas vezes
analisa-se a soma das absorbancias do pigmento e meio de cultura
(filtrados), considerando-se assim o total de pigmentos intra e
extracelulares em solucdo alcoodlica. Carvalho (2004) sugere que a
presenca dos componentes amarelo, laranja e vermelho afeta a andlise
por medidas de absorbancia; sendo assim, seria mais adequada a andlise
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Outros autores
caracterizam o pigmento vermelho do Monascus através de varias
técnicas como: absorbancia ultravioleta e visivel (480 nm),
infravermelho  (IR), ressonancia magnética nuclear (NMR) e
espectrometria de massas (MS) (LIAN et al., 2007). Normalmente, o
pigmento é filtrado, centrifugado, liofilizado e solubilizado em solvente
organico. Poucos trabalhos utilizam separagdo do pigmento com colunas
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preparativas em cromatografia liquida ou outros métodos, pois
geralmente & realizada apenas uma limpeza “clean-up”
(VIDYALAKSHMI et al., 2009).

Para o0s compostos organicos volateis microbianos sao
utilizadas, basicamente, técnicas de andlise do espaco confinado, acima
do meio de cultura sélido. Os meios de cultura, contendo os micélios
dos fungos, sdo aquecidos ou mantidos em temperatura constante em
tubos fechados, e o espaco confinado acima dos micélios € exposto a
uma fibra de microextragdo. Os compostos sdo avaliados através da
dessorcdo dessa microfibra em um injetor de um cromatografo a gas
(POLIZZI et al., 2012).

Metabdlitos como a citrinina normalmente sdo analisados
utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), onde
costuma-se empregar misturas de diferentes solventes, como
metanol:agua; metanol:acetonitrila:agua e acetonitrila:agua:isopropanol
(WANG; JU; ZHOU, 2005; BLOOM et al., 2007; JIA et al., 2010).
Qualitativamente, a citrinina costuma ser analisada através da
cromatografia em camada delgada, porém, recomenda-se a utilizagdo da
espectrometria de massas ou ressonancia magnética nuclear (NMR) pela
possibilidade de obtencéo dos espectros da citrinina (XU et al., 2006;
ZHENG et al., 2009). Para a lovastatina (ou monacolina-k), alguns
trabalhos costumam utilizar cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC), com fase movel 4acida (&cido  fosforico-pH
2,5:acetonitrila:isopropanol) (FRIEDRICH et al., 1995; PATTANAGUL
et al., 2008). Recentemente, Cheng et al. (2012) estudaram metabdlitos
produzidos por Monascus pilosus utilizando uma série de experimentos
de espectrometria de ressonancia magnética nuclear por correlagéo
homo e heteronuclear, em extratos alcodlicos de arroz fermentado.

No geral, 0s compostos citados acima Sdo 0s que aparecem na
maior parte das publicacGes relacionadas com o fungo Monascus ruber.
Poucas publicagdes a respeito dos compostos volateis podem ser
encontradas para esse fungo e ndo séo especificas para os MVOC.

2.13 TECNICAS DE EXTRACAO EM FASE SOLIDA (SPE) E
MICROEXTRACAO EM FASE SOLIDA (SPME)

Existem diversas técnicas para extragdo, separagdo e
concentracdo de analitos, algumas delas empregam materiais
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poliméricos sélidos e minerais de diversos tipos. A técnica conhecida
como extracdo em fase sdlida (SPE) tem sua fundamentacdo nos
principios da separacdo liquido-sélido, semelhante a cromatografia
liquida de baixa pressdo, também conhecida como cromatografia em
coluna. Existem sistemas de SPE comerciais, prontos para uso, que sao
geralmente empregados na concentragdo seletiva de alguns analitos.
Muitas vezes esse procedimento de concentracdo € realizado para
preparar ou limpar as amostras que serdo analisadas por cromatografia
liquida (FREIRE et al., 2005; MARQUES et al., 2007).

A técnica de extracdo em fase sélida tem sido largamente
empregada em concentragdo de analitos como farmacos, pesticidas
organoclorados, organofosforados e nitrogenados, clorofendis, ftalatos,
sulfonatos arométicos, hidrocarbonetos aromaticos. De acordo com
Silva e Collins (2011), a técnica de extracdo em fase solida é a mais
utilizada, atualmente, para concentracdo de analitos em &guas
superficiais e efluentes. Extracdo em fase sélida também pode ser
utilizada para fluidos gasosos ou vapores de compostos volateis,
recebendo muitas vezes o0 nome de adsor¢do em sélido, entre outros. Na
area ambiental, esta técnica é utilizada para capturar compostos como
benzeno, tolueno, hidrocarbonetos aromaticos, dioxinas e outros. Na
area de alimentos ou biotecnologia esta técnica ndo é comum, sendo
poucos os trabalhos que a utilizam.

Diferente da extracdo em fase sélida (SPE), a microextracdo em
fase sdlida (SPME) tem largo emprego em concentracdo de analitos em
fase gasosa e tem sua fundamentacdo nos principios da separacdo gas-
liquido, semelhante a cromatografia a gas com colunas capilares. A
instrumentacdo de SPME consiste em uma fibra revestida com
polimeros de Polidimetil siloxano, Poliacrilato ou outros, essa fibra €
montada em um suporte (holder) que possui uma agulha (tipo embolo)
para esconder ou expor a fibra. A figura 6 ilustra um sistema para
microextragdo em fase sélida convencional.
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Figura 6: Figura ilustrativa de um sistema para microextracdo em fase sélida; a)
fibra retraida; b) fibra exposta; fibra exposta em extracéo.

(B) (©)

A Microextracdo em fase sélida é aplicada em larga escala para
concentrar e selecionar compostos, principalmente, de interesse
farmacéutico e ambiental. A instrumentacdo é geralmente empregada em
associacdo a cromatografia gasosa, porém, recentemente estd sendo
utilizada com cromatografia liquida (SILVA; COLLINS, 2011).

Na area biotecnoldgica, Marostica (2006) e Demyttenaere et al.
(2001) utilizaram microextracdo em fase soOlida para selecionar
microrganismos biotransformadores de limoneno, utilizando o espago
confinado headspace para detectar os compostos volateis juntamente
com espectrometria de massas. Ainda nesta area, Jelen (2003) utilizou
SPME para analisar os perfis de compostos volateis isolados de fungos
do género Penicillium, obtendo resultados satisfatorios.

Um trabalho bastante significativo na area de cromatografia a
gas aplicada em ciéncias bioldgicas, foi realizado por Hantao et al.
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(2013), onde foram estudados perfis cromatograficos de compostos
volateis para determinacdo de doencas em plantas provocadas por
ataque de fungos patégenos. No trabalho desses autores foram utilizadas
técnicas de microextracdo em fase sdlida e de cromatografia a gas
bidimensional abrangente com identificacdo de quarenta compostos por
espectrometria de massas.

Para desenvolver métodos de SPME sdo necessarios Varios
processos de selecdo e otimizacdo como: selecdo do tipo de fibra, estudo
dos perfis de extracdo, selecdo do modo de extracdo (fibra submersa ou
espaco confinado headspace), selecdo das técnicas de agitacdo e efeito
salino salting out, pardmetros da adsor¢do ou particdo do analito, etc.
(VALENTE; AUGUSTO, 1999; BRUNETTI et al.,2015; DIAS et al.,
2015, MERIB, et al., 2015).

Uma boa estratégia para avaliar interdependéncia de variaveis,
em SPE e SPME, e seu efeito sobre uma determinada resposta, como a
concentragdo de um determinado analito, é a utilizacdo de
planejamentos fatoriais. Tal estratégia faz parte de uma ferramenta Gtil e
largamente empregada em ciéncias e tecnologia, conhecida como
planejamento experimental.

2.14 PLANEJAMENTOS EXPERIMENTAIS

Consistem em séries programadas de experimentos, realizados
previamente, para se obter informacges a respeito de uma populagéo ou
amostra, na qual se quer inferir indices ou estabelecer relagdes causais.
Tais planejamentos podem fornecer uma base sélida para projetar um
experimento  otimizado, com um numero determinado de variaveis
independentes (fatores) que possuam maior influéncia nas varidveis
dependentes, ou respostas dos experimentos a serem realizados. Existem
alguns procedimentos estatisticos muito conhecidos, como o0s
Planejamentos Fatoriais e Superficie de Resposta; ambos séo
complementados com métodos de otimizacdo matematica como o
Simplex e 0 estudo de Maxima Inclinacdo Ascendente (HIBBERT,
2012).

A escolha dos procedimentos para o planejamento depende dos
tipos de varidveis que se quer relacionar, e do nivel de efeito que
possuem sobre a variavel resposta. Caso ndo se conheca essa relagao, é
necessario realizar um estudos de triagem de fatores, baseando-se nas
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referéncias e conhecimentos empiricos acerca da popula¢do ou amostra
em questao.

2.15 PLANEJAMENTO FATORIAL FRACIONARIO

Sao procedimentos muito utilizados para triagem de varidveis
que influenciam na resposta de um experimento, como por exemplo para
dois niveis de temperatura (30 e 50 °C) e concentracéo de reagente (1M
e 3M) que estdo associados a um aumento da resposta de uma reacao de
sintese. O planejamento é chamado de Fracionario quando representa
uma fracdo de um planejamento completo, sendo que em um
planejamento completo é possivel estimar os efeitos de interacdo entre
os fatores com base no valor das respectivas respostas, observando as
médias e seu significado estatistico obtido através dos testes
convencionais (teste t e F). Costuma-se trabalhar com as variaveis
codificadas para representar os niveis de um fator na forma discreta,
como a representagdo da temperatura por “-1” para o nivel mais baixo e
“1” para o nivel mais alto e etc. Dessa forma, obtém-se uma combinacéo
linear dos niveis discretos de dois ou mais fatores representados por suas
respectivas codificagdes dos niveis e as respostas correspondentes.
Quando ha apenas dois fatores e uma resposta, sdo possiveis apenas
interacdes de segunda ordem, ou seja, combinacGes do fator 1 com o
fator 2 em seus niveis altos e baixos, diretamente (-1;-1 e 1;1) e
alternadamente (-1;1 e 1;-1); quando o nimero de fatores aumenta para
trés ou mais, a quantidade de combinacGes e a ordem aumentam
juntamente. Aumento de fatores e experimentos, para se obter as
respostas recorrentes, implica em maior custo, consumo de recursos e
servigos, ndo sendo desejavel em trabalhos experimentais. Sendo assim,
0 emprego de planejamentos fatoriais pode diminuir o desperdicio de
experimentos e melhorar as condi¢gdes nas quais se conduz 0s mesmos
(TEOFILO; FERREIRA, 2006).

2.16 PLANEJAMENTO COMPLETO COM PONTO CENTRAL

Planejamentos fatoriais completos sdo utilizados em conjunto
com outros procedimentos de planejamento experimental, porém, para
triagem de variaveis eles ndo s&o necessarios, em muitos casos, uma vez
gue o nimero de experimentos para se obter as respostas (corridas) fica
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planejamentos completos fornecem informacBes a respeito das
interacbes de segunda ordem, ou superior, que muitas vezes ndo sao
obtidos, de modo claro, com planejamentos fracionarios. Neste sentido,
os planejamentos completos sdo favoraveis quando se acredita que as
interacdes sdo importantes. Para que se possa realizar um experimento
completo sdo necessarias corridas, em nimero minimo, para que se
possa obter as combinacgdes corretas de niveis. Para estudar o efeito de
trés fatores, com dois niveis, sobre uma variavel dependente (Resposta)
sd0 necessdrias oito corridas (23 experimentos) e suas réplicas. Para
facilitar a realizacdo de experimentos completos com poucas réplicas,
pode-se realizar planejamentos com ponto central, de maneira que, ndo
sejam necessarias réplicas nas diferentes combinacdes de niveis, e sim
réplicas em um ponto médio entre os niveis altos e baixos de cada fator.
O uso de réplicas no ponto central é essencial para estimar erros
experimentais, explicar a variabilidade dos dados em torno da média e
calcular falta de ajuste para 0 modelo empirico, que é obtido através da
regressdo dos fatores associados com resposta (SILVEIRA; DAROIT;
BRANDELLLI, 2008).

2.17 MODELOS EMPIRICOS

Modelos estatisticos sdo formas simples de sintetizar dados
obtidos com experimentos de diversas categorias, nas mais diversas
areas da ciéncia, tecnologia, salde, computagdo e outras. Os modelos
sdo aplicados para verificar a intensidade e a forma de associacao entre
caracteristicas nas quais se supdes um efeito de causalidade. O principal
objetivo de se construir modelos estatisticos, de forma empirica,
consiste em determinar a relacdo entre as variaveis independentes (X) e
as variaveis resposta (Y). A forma mais comum de construir modelos é
através da aplicacdo de regressdo, onde o interesse é modelar a
expectativa condicional da variavel resposta Y, de posse das variaveis
preditoras.

O caso mais simples, e também o mais usado, de aplicacdo de
modelagem ¢é a regressdo linear simples, onde o modelo paramétrico é
dado com segue:

Yi=PBo+ BuXi+ & (1.1)
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Onde os parametros Py € B1 sdo constantes ¢ €; € 0 erro aleatdrio
associado a determinacdo experimental. Em sua forma mais tradicional,
assume-se que o erro possui distribuicdo normal, esperanca nula e
variancia constante. Os parametros o ¢ B; S0 estimados a partir de uma
amostra por aplicacdo do método dos minimos quadrados, que consiste
em minimizar a soma dos quadrados das diferengas entre os valores
observados e os valores ajustados (residuos) (MUNDIM, 2010).

Na prética, 0 modelo deve ser testado assim como a distribui¢do
da wvariavel aleatoria (X) através dos testes de aderéncia,
homoscedasticidade e independéncia (OZTUNA, 2006; KOZMUS;
POTOCNIK, 2015).

Os modelos paramétricos lineares e ndo-lineares correspondem
a maior fatia da modelagem empregada em ciéncias; tanto para modelos
de previsdo, analise de variancia quanto planejamentos experimentais,
estes modelos sdo amplamente utilizados em diversas areas.

2.18 MODELOS NAO-PARAMETRICOS E REGRESSAO
POLINOMIAL LOCAL

Muitas vezes, ap6s a obtencdo dos dados, sdo realizadas as
andlises descritivas envolvendo a obtengdo dos gréficos de disperséao.
Por uma simples inspecdo nos gréaficos, pode-se concluir que ndo existe
uma expressdao matematica simples para resumir os dados em um
modelo paramétrico convencional, neste caso existem modelos mais
gerais como os modelos ndo-paramétricos. Esses modelos s&o menos
conhecidos em muitas areas da ciéncia e muito pouco usados na area da
guimica, porém sdo modelos robustos e flexiveis, capazes de sintetizar
com grande eficiéncia a maior parte dos resultados experimentais
obtidos pelos quimicos. O uso de um software matematico €
indispensavel, neste caso, devido a complexidade dos célculos
complementares ao modelo, como os referentes a adequagéo dos dados.

No caso univariado, deseja-se ajustar uma expressao que
represente a relacdo entre y e x, tal que:

Yi:m(xi)+si {1: 1, ...,H.} (12)

No caso mais geral sdo assumidas as condi¢des de que a fungdo
m(x) é continua e diferencidvel um certo nimero de vezes e que 0 erro
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possui esperanca nula e varidncia constante, e que sdo independentes.
Comumente a fungdo m(x) é restringida a modelos ja conhecidos, no
entanto é possivel explorar fungdes para obter maior flexibilidade.
Segundo Cortes (2010) o objetivo da regressdo ndo-paramétrica é obter
uma aproximacdo de m(x), sendo a Unica restricdo imposta de que seja
uma func¢do continuamente diferenciavel até determinada ordem.

Dentro do contexto de flexibilidade e robustez dos modelos
ndo-parametricos, existe a regressao polinomial local, conhecida desde a
década de 30, porém, pouco utilizadas devido a complexidade dos
calculos. Os estimadores da funcdo de regressdo local sdo obtidos
através de um polinémio de ordem p, por um ajuste polinomial local,
considerando a vizinhanga do ponto y;, cujo valor pretende-se estimar.
Trabalhos pioneiros, como os de Stone (1977) e Cleveland (1979),
revelam a matematica concisa por traz dos processos de estimacdo e
ajustes por minimos quadrados ponderados com auxilio da funcdo
nicleo (ou Kernel). Neste tipo de modelo a funcdo m(x) é obtida por
regressdo localmente ponderada pela vizinhanca de cada ponto, seguida
de adicdo usando uma expansdo de Taylor (JACOBY, 2000; WALSH et
al., 2011).

O wuso de um algoritmo em software dinamiza
consideravelmente os calculos para modelos de regressdao localmente
ponderada (loess - Local Polynomial Regression Fitting). Basicamente,
0 processo consiste em determinar o0 parametro de suavizacdo, que
controla o tamanho da vizinhanga de cada ponto, o grau do polindémio,
para que o erro sistemético seja minimo, e escolher a fungdo peso, que
normalmente é uma funcdo gaussiana (ou normal). O controle destes
parametros é feito de maneira empirica, por tentativas seguidas de
andlise do modelo, erros, variéncias, adequacdo das curvas e qualquer
outro teste relacionado com adequacdo de modelos, como os utilizados
em modelos paramétricos. Detalhes matematicos podem ser encontrados
nos artigos classicos de Cleveland (1979) e em trabalhos de tese (Cortes,
2010).



3 MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho envolve conteldos de microbiologia e
guimica analitica, o0 mesmo foi desenvolvido no Laboratério de
Engenharia Bioguimica (ENGEBIO) e Laboratdrio de Cromatografia e
Espectrometria Atdmica, pertencentes aos Departamentos de Engenharia
Quimica e de Alimentos e ao Departamento de Quimica da UFSC,
respectivamente.

O resumo da metodologia para a fermentagdo submersa,
extracdo e identificacdo dos MVVOC é dado na figura 7.

Figura 7: Resumo da metodologia para a fermentacdo, extracdo e identificacdo
dos MVOC.
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3.1 MICRORGANISMOS

Neste trabalho foram utilizadas duas espécies do fungo do
género Monascus, séo eles:

a) Monascus ruber CCT 3802, um fungo filamentoso obtido da
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Fundacdo André Tosello, Campinas SP (Monascus ruber van Tieghem
alt. Basipetospora rubra Cole & Kendrick). Taxonomia: Filo Eumycota,
Sub-filo Ascomycotina, Classe Plectomycetes, Ordem Eurotiales,
familia Monascaceae (MORITZ, 2005).

b) Monascus sp., um fungo filamentoso obtido do Laboratério de
Micologia Clinica da Universidade do Sul de Santa Catarina (UNISUL)
(CONTROL LAB, Rio de Janeiro, BRASIL).

3.1.1 Manutencdo das culturas

As duas espécies do fungo Monascus foram mantidas em meios
de cultura sélidos (inclinado). A espécie Monascus ruber foi mantida em
agar batata dextrose (MERCK, Kenilworth, EUA) e agar com p6 de
arroz e a espécie Monascus sp. foi mantida em &gar batata dextrose
(SILVA et al., 2008). As culturas foram estocadas em geladeira (5 a 10
°C) por quatro meses, ap6s esse periodo as culturas foram renovadas.
Esse processo se chama repique, ele foi realizado nos mesmos tipos de
meios de cultura (agar batata dextrose e agar com p6 de arroz). Todas as
recomendacGes de assepsia e seguranca foram utilizadas para a
manutencdo e preparacdo dos materiais (BORZANI et al., 2001). A
figura 8 traz uma foto das culturas que foram utilizadas para
experimentos, para evidenciar a diferenca entre os micélios em relacéo a
sua cor.
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Figura 8: Micélios das culturas Monascus sp. (esquerda) e Monascus ruber
(direita) que foram utilizadas para experimentos de Fermentagao.

3.1.2 Fermentacdo em Erlenmeyer

A fermentacdo do fungo em Erlenmeyer, foi realizada em
Erlenmeyers aletados de 1000 mL, contendo 250 mL do meio de cultura
liquido (pH = 6,0). Os frascos foram tampados com uma rolha de
algoddo envolta em gaze. Antes da inoculagdo do microrganismo, este
material foi autoclavado durante 15 min (121 °C), para esterilizagdo. O
meio de cultura utilizado foi o meio de arroz, que consiste em uma
mistura de p6 de arroz (20 g L™), glicina (7 g L™) e glucose (2 g L) (os
dois ultimos: SIGMA- ALDRICH, St. Louis, EUA) e 4gua destilada. A
inoculacdo do microrganismo no meio de cultura foi realizada com a
transferéncia de 5 mL do meio autoclavado para o tubo de ensaio
contendo o meio de cultura sélido, sendo realizada uma raspagem da
superficie solida, com alca de platina, para descolar os esporos. Os tubos
foram agitados em vortex e seu conteldo foi transferido de volta para o
Erlenmeyer do meio de cultura. Todas as transferéncias foram realizadas
em camara de fluxo laminar, com flambagens consecutivas dos tubos,
visando a assepsia. Apos a inoculacdo, os Erlenmeyer aletados de 1000
mL foram incubados em agitador orbital sob agitacdo de 150 rpm e
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temperatura 30 °C por sete dias. Apos este periodo, o caldo fermentativo
foi transferido para placas de Petri, congelado e liofilizado.

3.2 FERMENTAGAO EM BIORREATOR

O preparo e o inoculo para as fermentacBes utilizando
biorreator foram semelhantes aos realizados em Erlenmeyer. O meio de
cultura foi 0 mesmo, pé de arroz (20 g L™), glicina (7 g L™), glucose (2
g L) e 4gua destilada. Antes da inoculagdo do fungo foi realizado um
pré-indculo de 5 dias (a 30 °C), para minimizar o tempo da fase de
adaptacdo (fase lag), em tubos de ensaio contendo agar com po de arroz,
glicina e glucose, nas mesmas proporc¢des citadas acima. A inoculacdo
do microrganismo foi semelhante a realizada para Erlenmeyer, porém, a
transferéncia ndo foi feita diretamente para o biorreator, mas sim para
um Erlenmeyer (de 100 mL) adaptado com saida direta para o
biorreator, via mangueira de silicone; isso permite a transferéncia dos
esporos com maior assepsia, sem exposicdo do interior do biorreator,
pois o indculo entra através de uma mangueira conectada a um dos
bocais superiores do biorreator (MORITZ, 2005).

Ap6s definicdo dos parametros da fermentacdo, baseados nos
experimentos em Erlenmeyer, foram iniciados os experimentos em
biorreator (DIST, Floriandpolis, BRASIL), com monitoramento de pH,
controle de vazdo de ar e controle de entrada de CO,, controle e
monitoramento de temperatura, controle de agitacdo e outros. Foram
realizadas trés fermentagcdes (Ferm. 01, Ferm. 02 e Ferm. 03), nos
periodos de cinco (5), oito (8) e dez (10) dias, respectivamente; todas
com 0 mesmo biorreator e as mesmas condi¢cdes. Um esquema do
biorreator ¢ mostrado na figura 9, onde é possivel observar as rotinas
envolvidas no processo fermentativo realizado com a espécie de fungo
do género Monascus. O biorreator foi confeccionado em vidro (4 mm de
espessura, em boro silicato), com um acoplamento na parte superior para
encaixe de mangueiras e uma saida de ar direcionada para um cartucho
coletor (SPE) com “Xad-2” (SKC, USA). Os demais parametros e
caracteristicas do biorreator podem ser vistos na tabela 1.
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Figura 9: Esquema do biorreator; rotinas envolvidas no processo fermentativo
realizado com fungo do género Monascus.

B Entrada e saida
8 Extracio e avaliacio
m Medida e controle




62

Tabela 1: Par&metros e caracteristicas do biorreator utilizado na fermentagéo
com fungo do género Monascus.

Parametros Caracteristicas
Volume total 1320 cm®
Espaco confinado interno 1/3 do volume
Mangueiras de conexdo Silicone (5 mm, interno)
Tubos aco inox (4 mm, interno)
Alimentagdo de ar Compressor (5 watts)
Filtragem do ar lavador de gas e membrana (0,22 pum)

3.3 COLETA, PREPARO E ARMAZENAGEM DAS AMOSTRAS

Aqui sdo descritos todos os procedimentos empregados para as
amostras do caldo fermentativo, incluindo sua biomassa e as coletas da
fase gasosa com uso de cartuchos de Xad-2 (SPE).

3.4 PROCEDIMENTO PARA AS AMOSTRAS DO CALDO
FERMENTATIVO

O procedimento de coleta das amostras foi por retiradas de duas
aliquotas de 2 mL, via suc¢do, com seringa de vidro esterilizada. O
intervalo de coleta entre cada aliquota de 2 mL é de cinco minutos e as
duas aliquotas sdo misturadas para formar uma amostra composta (4
mL), reduzindo assim o0 numero de amostras e melhorando a
homogeneidade. Apenas 10% do volume total do liquido fermentativo
(ou caldo) pode ser retirado para andlise, para que se mantenham os
nutrientes e enzimas necessdrias para 0 desenvolvimento do
microrganismo. Todas as amostras sdo identificadas e armazenadas a -10
°C e todos os controles sdo realizados para manter as condicOes
homogéneas da fermentacdo. A cada doze horas, a solucdo de hidréxido
de bario, dos lavadores de gas, foi substituida por outra de mesma
concentracdo (4 g L), para melhor remocdo de CO, e outros
contaminantes do ar (MURPHY, 2012).

Ap6s o término da fermentacdo, as amostras do liquido
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fermentativo, armazenadas a -10 °C, foram centrifugadas e o liquido foi
separado do material sélido (restos do meio + biomassa) utilizando-se
uma pipeta. O liquido foi submetido a uma microfiltracdo com filtros de
membrana de PVDF com 0,22 um de poro (CHROMAFIL, Diiren,
ALEMANHA), onde se adotou uma vazao média de 120 + 25 uL min™,
O liquido filtrado foi mantido sob congelamento -10 °C até sua
utilizacdo em SPME. O material sdlido foi mantido sob congelamento -
10 °C até o processo seguinte da medida de biomassa, por gravimetria
(OROZCO; KILIKIAN, 2008). O produto final da fermentagéo (= 200
mL) foi congelado (-10 °C) em partes de 50 mL, até sua utilizacdo para
analises gerais como medidas de pH e biomassa, cromatografia em
camada fina, espectroscopia UV-Visivel (HITACHI, Téquio, JAPAO),
HPLC e testes gerais; em especial, parte do produto final da primeira
fermentacdo foi utilizado para o planejamento experimental, onde foram
definidos todos os pardmetros para a avaliacdo das amostras do caldo
fermentativo.

Para auxiliar na identificacdo dos compostos, foram utilizadas
trés fracbes do meio de cultura, uma fragdo (mfl) do meio antes da
autoclavagem, uma fracdo (mf2) do meio logo apds a autoclavagem, e
uma fracdo (mf3) do meio autoclavado ap6s 0 mesmo periodo de tempo
da fermentagdo, mantido nas mesmas condi¢cbes do fermentado (sob
agitacdo a 30 °C, com aeracdo), em frasco de 250 mL, simulando o
fermentador. Todas as fragbes foram submetidas a centrifugacdo e
filtracdo, como descrito acima, para o liquido fermentativo.

3.5 BIOMASSA PRESENTE NAS AMOSTRAS DO CALDO

A biomassa, contendo material amilaceo foi suspendida em 4
mL de agua ultrapura aquecida a 50 °C, imediatamente apds agitacéo, o
tubo contendo o sélido suspenso foi centrifugado por dois minutos a
2500 rpm. O liquido centrifugado foi testado com uma solucéo alcodlica
de iodo e comparado com outras cinco solucbes de diferentes
proporces de amido em solucdo alcodlica de iodo (curva
colorimétrica). Quando constatada a presenca de material amilaceo (cor
verde esmeralda), o processo de purificacdo era repetido até a cor verde
esmeralda desaparecer e a solucdo adquirir cor marrom, caracteristica do
iodo, sem presenca de amido. A biomassa purificada foi submetida a
secagem (em estufa) por doze horas a 50 °C, seguindo para o
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dessecador, onde permaneceu por 24 horas até a medida da massa por
gravimetria. A medida da biomassa foi realizada em uma balanca
analitica (SARTORIUS, Goettingen, ALEMANHA), com precisdo de
0,0001 mg. Para determinar o valor do erro experimental das medidas
de biomassa, foram preparadas cinco suspens@es de 4 mL, diluindo-se o
meio de cultura autoclavado na proporgdo de (1:2, 1:3, 1:4, 1.5, 1:6), as
suspensfes foram submetidas aos mesmos procedimentos relatados
acima, incluindo lavagem com agua (Mili-Q) aquecida a 50 °C, secagem
e pesagem.

3.6 PROCEDIMENTO EMPREGADO NOS CARTUCHOS DE XAD-2
(SPE), PARA COLETA DA FASE GASOSA

Durante o periodo de fermentagdo, todo o ar utilizado para
respiracdo celular do fungo e os compostos gerados no caldo
fermentativo sdo escoados para fora do biorreator passando através de
um cartucho de vidro (8 x 110 mm), contendo 600 mg da resina Xad-2.
O cartucho foi conectado em um dos bocais do biorreator, que serve de
saida de ar e permaneceu durante 24 horas sob resfriamento a 15,2 + 0,2
°C, com vazdo média de 19,4 + 0,1 mL min™. A cada 24 horas o0s
cartuchos foram substituidos por cartuchos novos, para se obter o total
de compostos acumulado durante um dia de fermentacdo. Os cartuchos
retirados foram tampados e numerados, permanecendo sob refrigeracdo
(-10 °C) durante uma semana, a tampa fornece vedacdo completa sem
perda de pressdo interna.

3.7 DETERMINACAO QUALITATIVA DO EXTRATO CONTENDO
OS PIGMENTOS PRODUZIDOS NA FERMENTACAO SUBMERSA

Foram realizadas extracbes a partir do material liofilizado
proveniente da fermentagdo das duas espécies do fungo Monascus nos
meios de arroz (cultivo submerso). Cerca de 40 mg do material
liofilizado foi introduzido em um tubo de ensaio (com tampa) e
submetido a extracdo liquido-sélido, em ultrassom (20 minutos), com a
mistura metanol:acetonitrila (1:1), posteriormente os extratos foram
submetidos a cromatografia liquida em coluna (300 por 10 mm) por
pressdo normal (atmosférica), sendo utilizado como fase estacionéria
silica gel para cromatografia (70-230 mesh, 60 A, marca SIGMA-
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ALDRICH), empacotada por sedimentagdo com suspensdo em hexano e
condicionada com hexano:éter etilico (1:1). Foram utilizadas as misturas
hexano:éter etilico (1:1), acetonitrila:metanol (9:1) e metanol puro como
fases moveis, devido a seus valores de indices de polaridade para as
fases moveis (SNYDER, 1974); para a eluicdo foi adotada a vazdo de 12
gotas por minuto.

A extracdo e a separagdo das fragbes foram acompanhadas por
cromatografia em placa delgada e espectrofotometria de ultravioleta e
visivel. O equipamento utilizado é da marca Hitachi, modelo U2900,
com leitura de comprimento de onda entre 180 a 1100 nm. Também
foram realizadas extragcbes com metanol e etanol, a titulo de comparacéo
com outros trabalhos, que assim realizam as extragdes do pigmento
vermelho (HU et al., 2012).

As trés fragdes eluidas, separadas por cromatografia liquida em
coluna, foram purificados em coluna de 30 por 5 mm com celite® 543
AW (SIGMA-ALDRICH) e submetidas a analise por UV-visivel (180 a
1100 nm) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), com coluna
de fase reversa C18 (SHIMADZU, Téquio, JAPAO). O cromatografo
utilizado foi o modelo LC20AT, com detector por arranjo de diodos
SPD-M20A e valvula de inje¢ao com loop de 20 uL. (SHIMADZU).
Como fase mdvel foram utilizadas as misturas de metanol:agua,
metanol:acetonitrila e acetonitrila:acido acético (pH=3), em modo de
gradiente (0-100%), com vazdes de 0,5 - 1,0 mL min™. Todos os
solventes utilizados para extracdo e andlise sdo de grau HPLC e UV
(marcas: VETEC; TEDIA, Rio de Janeiro, Brasil).

3.8 DETERMINACAO DA QUANTIDADE DE PIGMENTO
VERMELHO PRODUZIDO NA FERMENTACAO

Para determinar a quantidade de pigmento vermelho,
extracelular, produzido na fermentacdo em biorreator, foram utilizadas
aliqguotas dos produtos finais das trés fermentacfes. O caldo
fermentativo foi filtrado em papel filtro quantitativo e posteriormente
em membrana de nitrato de celulose, com 0,8 pum de poro
(SARTORIUS). Foi utilizada para a filtragdo uma seringa de vidro de 15
mL e um suporte para membranas de 46 mm de diametro. Dez aliquotas
do caldo fermentativo foram utilizadas nesse experimento, para cada
fermentacdo (Ferm. 01, Ferm. 02 e Ferm. 03).
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Medidas de absorbéancia do caldo filtrado foram realizadas em
400, 480 e 510 nm, em espectrofotdbmetro (HITACHI, modelo U2900).
Diluicdes foram efetuadas conforme o aumento de absorbancia dos
caldos, sendo consideradas nos célculos.

Para verificar a quantidade de pigmento laranja que interfere na
absorbancia do pigmento vermelho, foram realizadas separagdes e
verificagdes das absorbancias do pigmento laranja. Cinco aliquotas do
caldo fermentativo filtrado foram submetidas a separacdo por
cromatografia liquida em coluna (300 por 10 mm) por pressao normal,
com fase estacionaria de silica gel (70-230 mesh, 60 A, SIGMA-
ALDRICH). Exatamente 3 mL do caldo filtrado foram misturados com
3 mL de acetonitrila, o volume da solucéo foi reduzido para 2 mL com
fluxo de nitrogénio gasoso. Como fase movel foram utilizados
diclorometano:acetona (2:1), acetonitrila:metanol (9:1), e para eluicdo
do composto laranja foi utilizado metanol puro. Os eluatos foram
purificados em coluna de 30 por 5 mm com celite® 543 AW e
submetidos a analise por UV-visivel. Em particular, 0 composto laranja
foi seco com fluxo de nitrogénio gasoso e solubilizado em 3 mL de
agua, com pH igual ao do caldo original, o valor da absorbancia foi
determinado em 480 nm. Os mesmos experimentos foram repetidos para
as cinco aliquotas do caldo fermentativo das demais fermentacdes.

A silica gel foi recuperada com etanol em banho de ultrassom
por 20 minutos (3X), ndo sendo necessaria a utilizacdo de outro solvente
organico; a secagem foi em estufa a 100 °C e a ativagdo foi em mufla a
250 °C.

3.9 TESTE DE RECUPERACAO DO PIGMENTO LARANJA

Para calcular os valores de percentual de recuperacdo para 0
pigmento laranja, foram utilizados trés dos cinco eluatos de cor laranja
verificados anteriormente em 480 nm. Exatamente 3,0 mL de eluato
laranja foram misturados com 3,0 mL do eluato vermelho que tinha sido
eluido com acetonitrila: metanol (9:1); todo o processo de cromatografia
e purificagdo foi repetido, como descrito acima. Novamente, o eluato
laranja foi seco com fluxo de nitrogénio gasoso, e solubilizado em 3,0
mL de agua; com pH igual ao do caldo original; o valor da absorbancia
foi determinado em 480 nm. A diferenca de absorbéancia entre a primeira
eluicdo e a segunda eluicdo foram consideradas para o calculo da média,
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obtida com os trés eluatos laranja, que foram submetidos a esse
experimento; o mesmo foi repetido para os trés eluatos laranja das
outras fermentacdes.

3.10 PLANEJAMENTOS EXPERIMENTAIS

Na sequéncia, sdo apresentados todos os detalhes dos
planejamentos para as amostras do caldo fermentativo e dos gases de
exaustdo, coletados por Xad-2.

3.10.1 Planejamento para avaliar amostras das coletas do caldo
fermentativo e otimizar as condicOes para extragcdo dos MVOC

Com o objetivo de estudar as variaveis que influenciam na
analise dos compostos organicos provenientes do processo de
fermentagdo por fungo Monascus ruber, na fase de espaco confinado,
foram realizados trés tipos de planejamentos fatoriais distintos e
complementares. Um planejamento fatorial fracionario (2*%), com oito
corridas e suas respectivas réplicas, foi realizado com dezesseis fracoes
do liquido fermentado por Monascus ruber (final da fermentacdo de 5
dias), em dois valores (ou niveis) de pH, dilui¢do, tempo de extracdo
(exposicao da fibra, em minutos) e temperatura de extragdo (em °C)(ver
tabela 2). Esse planejamento (Planejamento 1) foi realizado em um
cromatografo a gds (modelo: 7820), com detector por ionizagdo em
chama (AGILENT, Santa Clara, EUA) as condi¢Ges de temperatura e
vazdo sdo dadas na tabela 3.
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Tabela 2: Fatores e niveis para os planejamentos fatoriais fracionarios (2*%),
utilizando as fragBes do liquido fermentado por Monascus ruber, avaliados em
GC-FID e GC-MS.

Planejamento 1 Planejamento 2
Niveis Niveis
Fatores - -
baixa (-1) alta(l)  baixa (-1) alta (1)

A: pH 2,5 53 5,0 8,2
B: Diluicdo 0,5 1,0 0,5 1,0
(proporgao)
C: Tempo de 20 40 30 45
extracdo (min)
D: Temperatura de 30 40 30 45

extracdo (°C)

Tabela 3: Condicdes utilizadas para avaliagdo dos planejamentos e amostras do
liquido fermentado por Monascus ruber, em GC-FID e GC-MS.

Condicdes Planejamento 1 Planejamento 2
Injetor 250°C 250°C
Divisor de vazdo Sem divisdo Proporcédo 1:10
Forno 35°C (5 min) 35°C (5 min)
5°C min™ até 200 °C 5°C min™ até 180 °C
10 °C min™ até 250 8°C min™ até 250 °C
°C 4 minutos a 250 °C
5 minutos a 250 °C
Coluna Rtx®-5MS DB5-ms
(RESTEK) (J&W)
Vazdo dos gés de 0,63 mL min™ 1,0 mL min™
arraste
Detector 260 °C (FID) 260 °C (MS)

Tempo de andlise 48 minutos 47 minutos
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Com o objetivo de complementar o “planejamento 17 ,
selecionar niveis mais condizentes (mais proximos do &timo) das
variaveis (fatores) e adaptar o experimento para outro equipamento de
analise, foi realizado um segundo planejamento fracionario (2*),
utilizando um cromatografo a gas com detector de Massas modelo GC-
MS QP2010 Plus (SHIMADZU, Téquio, JAPAO); as condigdes desse
planejamento (planejamento 2) encontram-se nas tabelas 2 e 3; para o
mesmo, foram utilizadas oito fracbes do liquido fermentado por
Monascus ruber (final da fermentacéo de 5 dias).

Na tentativa de avaliar as variaveis (fatores) em niveis mais
préximos, com menor diferenca dos valores discretos, e também, em
valores mais préximos de um valor central, (que foi estimado pelos
planejamentos anteriores), foi realizado um Planejamento Completo (23)
com pontos centrais, com onze fragdes do liquido fermentado por
Monascus ruber (final da fermentacdo de 5 dias). As condi¢Bes de
andlise sdo as mesmas do planejamento 2 (dadas na tabela 3); os niveis
dos fatores sdo dados na tabela 4.

Tabela 4: Fatores e niveis para o Planejamento Completo (23) com pontos
centrais, utilizando as fracbes do liquido fermentado por Monascus ruber,
avaliados em GC-MS.

Niveis
Fatores - —
Baixo (-1) Médio (0) Alto (1)
A:pH 56 6,5 74
B: Temperatura (° C) 36 45 54
C: Tempo (min) 39 45 51

3.10.2 Planejamento para avaliar amostras das coletas por
cartuchos de xad-2 e otimizar as condi¢fes para extracdo dos
MVOC

Com o objetivo de estudar as varidveis que influenciam na
determinacdo dos compostos organicos emitidos durante o processo de
fermentacdo por fungo Monascus ruber, provenientes da coleta por
cartuchos de Xad-2, foram realizados planejamentos fatoriais
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fracionérios (2*%), com oito corridas e uma réplica de dois pontos
escolhidos aleatoriamente. As varidveis (fatores) estudadas foram tempo
de extragdo (exposigdo da fibra em minutos) e temperatura de extracéo
(em °C), aquecimento da resina Xad-2 (dessorcdo; °C) e agitagédo
(magnética) das particulas da resina (variavel binaria; sem agitacdo = -1,
com agitacdo = 1). Na tabela 5 estdo os valores dos niveis de cada
varidvel estudada, os detalhes das varidveis encontram-se no item
extracdo dos compostos volateis (adiante).

Tabela 5: Fatores e niveis para o planejamento fatorial fracionario (2**), usados
no estudo dos compostos extraidos por coleta com cartuchos de Xad-2

Niveis
Fatores -
baixa (-1) alta (1)
A: Tempo de extragdo (min) 45 60
B: Aquecimento da resina (°C) 45 70
C: Temperatura de extracdo (°C) 45 60
D: Agitacdo das particulas sim ndo

Uma mistura contendo os padrdes de alcool etilico, 2-metil-
propanol, 3-metil-butanol, 2-metil-butanol e 2-fenil-etanol (SIGMA-
ALDRICH, St. Louis, USA) foi utilizada juntamente com a resina xad-
2, para estabelecer os efeitos de cada fator e seus respectivos niveis
sobre a variavel resposta (massa de alcool adsorvida pela resina Xad-2).
Para cada uma das dez corridas dos experimentos do planejamento foi
utilizado um tubo de SPME, de 22 mL, contendo 600 mg da resina Xad-
2 (nova, sem contaminantes). Sobre a resina foi introduzida uma porg¢éo
de 30 puL de solugdo padrdo dos alcoois, na forma de uma névoa,
utilizando uma seringa de volume constante (Constant Rate Syringe;
SUPELCO, Bellefonte, EUA). Apos a introducdo da solucdo padrdo em
todos os tubos, os mesmos foram congelados (-10 °C) por 48 horas.

3.11 PREPARO DOS PADROES DE QUANTIFICACAO

Para avaliar as amostras coletadas diretamente do caldo
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fermentativo e através da resina Xad-2, foram utilizados padrGes dos
alcoois: etilico (etanol), 2-metil-propanol, 3-metil-butanol, 2-metil-
butanol e 2-fenil-etanol (alcool feniletilico); todos esses compostos
foram identificados previamente como analitos, por avaliacdo dos
cromatogramas de ions totais (GC-MS) de amostras coletadas das
fermentagdes em Erlenmeyer. Todos os padrdes possuem pureza acima
de 98% (GC) (SIGMA- ALDRICH, St. Louis, EUA), a faixa de
concentracdo utilizada para as curvas de calibracdo foram de: (20,0 —
400,0), (1,0 — 25,0), (1,0 — 25,0, (0,5 — 10,0) e (0,5 — 10,0) (ug L™,
respectivamente. Para o etanol, proveniente da coleta por Xad-2, foi
utilizado uma curva adicional com faixa de 160 — 800 (ug L™).

3.12 AVALIAGAO DAS AMOSTRAS COLETADAS DO CALDO
FERMENTATIVO POR SPME E GC-MS

A parte liquida, separada do caldo fermentativo, cujo objetivo
foi estudar os MVOC por SPME, foi descongelada a temperatura
ambiente (20 minutos); o pH foi medido e ajustado para 7,1 £ 0,3 com
hidréxido de bério ou &cido cloridrico diluidos. Exatamente 3 mL do
liquido foram transferidos para um tubo de 22 mL (tubo para SPME). A
massa do liquido foi medida antes do procedimento de microextracéo,
os frascos seguiram para um banho termostatizado, sendo mantidos a
36,0 °C, com agitacdo por barra magnética a 120 rpm. A fibra de SPME
foi introduzida 5 minutos apds a termostatizacdo do tubo, permanecendo
durante 51 minutos em contato com o espaco confinado. As microfibras
utilizadas sdo com recobrimento de PDMS/Car/DVB (SUPELCO), com
50/30 um de espessura. Essa microfibra foi a que apresentou melhores
resultados em relagdo as outras duas que foram testadas (PDMS e
PDMS/Car). A distancia da fibra a superficie do liquido foi mantida em
dois centimetros, constante para todas as amostras. Decorrido o tempo
de extragdo, a fibra foi recolhida, sendo novamente exposta durante a
injecdo no equipamento de GC-MS QP2010 Plus, segundo as condi¢des
dadas na tabela 3 (planejamento 2), otimizadas através dos resultados
obtidos com os planejamentos experimentais.

A identificacdo dos compostos foi realizada por comparacgao dos
espectros, obtidos experimentalmente, com dois bancos de dados, NIST
(atualizado em 2014) e SDBS (on line), e através de bibliografias
(BIANCHI et al., 2007; BABUSHOK, 2015), para confirmagdo. A
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avaliacdo da robustez do método foi realizada segundo recomendagédo
ICH (1996), estudando as variacBes (variancia; teste F) e médias das
areas dos MVOC (teste t; 95% de confianca) sobre um conjunto de
extracdes realizadas em fracdes do liquido fermentativo, frente a
mudanca de colunas (J&W DB5-ms e RESTEK Rtx®-5MS),
temperaturas (isoterma e rampa), vazao do gas de arraste (3 valores: 0,8;
1,0; 1,2 mL min™") e os planejamentos experimentais.

313 AVALIACAO DAS AMOSTRAS COLETADAS POR
CARTUCHOS DE XAD-2 POR SPME E GC-MS

Os cartuchos de Xad-2, provenientes das coletas dos gases de
exaustdo do biorreator, que se encontravam a -10 °C, foram
descongelados e secos externamente com ar comprimido. A 18 de vidro
das extremidades do cartucho foi removida e a resina Xad-2 foi
transferida para um tubo para SPME de 22 mL, limpo e seco. O tubo foi
aquecido a 70 °C por 20 minutos, transferido para um banho
termostatizado a 50 °C, ficou sob estabilizagdo por dez minutos, a fibra
de SPME foi introduzida apds a estabilizacdo do tubo, permanecendo
durante 60 minutos em contato com o espa¢o confinado, acima da resina
Xad-2. O tipo de microfibra utilizada, o procedimento de injecdo, as
condi¢des de andlise e identificacdo dos compostos sdo idénticos ao do
item anterior (avaliacdo das amostras coletadas do caldo fermentativo
por SPME e GC-MS).

314 TESTES DE RECUPERACAO PARA 0S ALCOOIS
EXTRAIDOS DO CALDO FERMENTATIVO E DOS GASES DE
EXAUSTAO

Para avaliar a recuperacdo dos alcoois extraidos do caldo
fermentativo foram utilizadas misturas dos mesmos padrfes de etanol,
2-metil-propanol, 3-metil-butanol, 2-metil-butanol e 2-fenil-etanol
usados para a curva de calibracdo (padrGes grau GC). Os padrbes foram
utilizados em trés concentracdes diferentes (1-20 pg L™) e introduzidos
em trés fragcbes de 3 mL do meio de cultura autoclavado (triplicatas),
diluidos na proporcéo de um para dois; o pH foi ajustado para 7,0 com
hidréxido da bario diluido. Os valores das concentragfes dos padrdes
podem ser visualizados na tabela 16, no apéndice F. Todas as aliquotas
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seguiram os mesmos procedimentos de preparacdo, injecdo e andlises
empregadas para as amostras do caldo fermentativo. As aliquotas do
meio de cultura autoclavado foram utilizadas por apresentar uma melhor
representatividade e similaridade com as amostras do caldo e por nédo
apresentarem sinais interferentes nos cromatogramas de ions totais, nas
regides dos padrdes, uma vez que, estas ndo possuem os referidos
alcoois.

Para avaliar a recuperacdo nas amostras de extracdo dos gases
de exaustdo (por Xad-2), foram utilizadas misturas dos mesmos padrbes
de etanol, 2-metil-propanol, 3-metil-butanol e 2-metil-butanol usados
?ara a curva de calibracdo, em trés concentragdes diferentes (5-20 pg L

). Sobre 600 mg da resina (Xad-2) foi introduzida uma porgéo de 30 pL

de solucdo padrdo dos alcoois, na forma de uma névoa, utilizando uma
seringa de volume constante (Constant Rate Syringe; SUPELCO,
Bellefonte, EUA) , os tubos contendo a resina foram congelados (-10
°C) por 48 horas. Foram preparadas trés replicas de cada uma das trés
concentracgOes avaliadas, os valores das concentra¢fes sdo mostrados na
tabela 17, no apéndice G. Todos os preparados seguiram 0S mesmos
procedimentos de injecdo e analises, empregados para as amostras de
extracdo dos gases de exaustao.






4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos itens seguintes, sdo discutidos todos os resultados obtidos
para as amostras do caldo fermentativo e extragdo dos gases de
exaustdo, incluindo a avaliacdo realizada na parte liquida do caldo, onde
se encontram os pigmentos produzidos pelo fungo Monascus ruber.

4.1 AVALIACAO DOS PRODUTOS EXTRAIDOS DO CALDO
FERMENTATIVO (PIGMENTOS E BIOMASSA).

O material liofilizado possui carateristicas peculiares de acordo
com o crescimento e producdo de metabolitos durante a fermentacéo. Na
figura 10, é possivel observar a cor caracteristica do liofilizado dos
caldos fermentativos, para os fungos das duas espécies de Monascus.
Apenas o fungo Monascus ruber produziu pigmento vermelho (a direita)
em meio de p6 de arroz. O fungo Monascus sp. ndo produziu,
especificamente, nesse meio e com as condi¢fes adotadas, quando
cultivado em Erlenmeyer.

Figura 10: Foto dos liofilizados dos caldos fermentativos; Monascus sp.
(esquerda) e Monascus ruber (direita), fermentagdo em Erlenmeyer.
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Por ser o Unico fungo que produziu pigmento vermelho, a
espécie Monascus ruber foi utilizada para fermentacdo em biorreator.

4.2 PIGMENTOS PRODUZIDOS PELO FUNGO Monascus

Dois tipos de solventes foram utilizados na extragdo do material
liofilizado (acetonitrila:metanol - 1:1 e metanol puro), ambas as
extracbes possuem espectros UV-Visivel contendo bandas em
comprimentos de onda muito semelhantes. Solventes de menor
polaridade foram testados ndo apresentando significancia na extracéo do
pigmento vermelho. A figura 11 traz como exemplo dois espectros
sobrepostos (350-1000 nm); aquele que estd representado pela linha
vermelha é referente ao extrato com a mistura de acetonitrila e metanol
(1:1). O extrato concentrado correspondente esta representado com a
mesma cor na foto anexada (tubo de esquerda), ambos os tubos contém
0 extrato bruto.

Figura 11: Espectros dos extratos brutos sobrepostos, com solvente de extracdo
acetonitrila:metanol — 1:1 (esquerda) e metanol puro (direita).

Extratos

— Ext. ACN/MaOH (1:1]

Absorbancia (u.a.)

00 | =e]
Camprimento de onda (nm)

Os resultados encontrados estdo de acordo com a literatura, pois
sdo relatados os comprimentos de onda maximos (Amsx) de 470 e 520
nm para 0s componentes laranja e vermelho, respectivamente, quando
em 4gua ou extraidos em etanol ou metanol (VENDRUSCOLO, 2009;
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ZHENG et al., 2009). Também pode ser observada, na figura 11, outra
banda na regido de 400 nm para o extrato bruto em acetonitrila:metanol
(2:1). O extrato no qual foi utilizada a mistura proporciona uma melhor
distingdo entre as bandas em 411 e 512 nm; devido a esse fato, esse
extrato foi preferido para as etapas seguintes de separacdo a avaliacéo.
Também é possivel observar que a banda préxima a 500 nm no espectro
com acetonitrila:metanol (1:1), que se encontra exatamente em 512 nm,
foi deslocada para comprimento de onda mais baixo, no extrato com
metanol (494 nm).

Vérias misturas de solventes foram testadas em colunas de 30 x
5 mm de silica gel, os compostos eluidos eram submetidos a
cromatografia em camada delgada para avaliar sua separagdo e
purificacdo. Por fim, foi observado que trés fracdes distintas, contendo
pigmentos amarelo, laranja e vermelho puderam ser separadas
efetivamente em silica gel por hexano:éter etilico (1:1),
acetonitrila:zmetanol (9:1) e metanol. A separacdo definitiva foi realizada
em uma coluna de 300 por 10 mm de silica gel, na figura 12 séo
mostradas as fotos desta separacao.

Figura 12: Foto da coluna (300 x 10 mm) utilizada na separagdo do pigmento
produzido por fungo do género Monascus; a) inicio da eluicdo; b) eluicdo do
pigmento vermelho; c) eluicdo do pigmento laranja.
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Figura 13: Foto dos trés tipos de pigmentos que compdem o pigmento vermelho
Monascus, que foram separados em coluna de silica gel. Pigmentos: amarelo,
laranja e vermelho.

O pigmento de coloracdo amarela foi retirado antes, em
hexano:éter etilico (1:1), comparagdes com extracdes do meio de cultura
mostraram que este pigmento se encontra no pé de arroz; ele é
responsavel pela maior parte da banda em 400 nm, observada no
espectro. Esse pigmento ndo é produto da fermentacéo, ele esta presente
no meio de cultura.

A utilizagdo da fase acetonitrila:metanol (9:1) foi eficaz para
eluir o pigmento de coloracdo vermelha; esse é o pigmento de interesse
comercial que esta sendo produzido através da fermentacéo. A figura 13
ilustra com maior clareza os trés tipos de pigmentos separados em
coluna de silica gel com as misturas hexano:éter etilico (1:1),
acetonitrila:metanol (9:1) e com metanol puro. Todas as fracGes foram
submetidas a avaliagdo por HPLC, em particular, a fracdo eluida com
acetonitrilazmetanol (9:1), que conttm o pigmento vermelho, foi
avaliada com o objetivo de confirmar que os resultados encontrados
estdo de acordo com Zheng et al. (2009), que avaliou o pigmento
vermelho do fungo Monascus por HPLC, com vérios tipos de
detectores. Esses autores determinaram que os tempos de retengdo para
0s pigmentos vermelhos rubropunctamina e monascorubramina sdo de
28,3 e 30,1 (minutos) quando utilizada a fase movel de
acetonitrila:acido acético (10:1) e vazéo de 1 mL min™, condigbes estas
gue foram testadas aqui, produzindo um sinal em 29,8 minutos,
correspondente a monascorubramina. O espectro Visivel (350-600 nm) é
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muito semelhante ao encontrado para o0 extrato bruto em
metanol:acetonitrila (1:1) (ver figura 10) e confere com os espectros
apresentados por Zheng et al. (2009).

A figura 14 ilustra a diferenca entre o laranja e o vermelho,
ambos em solucéo aquosa (pH maior do que 6,0).

Figura 14: Foto dos pigmentos laranja (esquerda) e vermelho (direita), em
solucéo aquosa.

Ap6s o termino da fermentacdo de dez dias, onde o solvente foi
a agua, o pH aumentou de 6,01 para 8,13, parte do pigmento vermelho
encontra-se disperso (extracelular), porém a maior parte ainda se
encontra intracelular. Quando centrifugado foi possivel observar mais
claramente a solugcdo com predominio do pigmento laranja; apds ser
filtrada em membrana de PVDF (0,22 pum), a solu¢do adquiriu sua
coloragdo definitiva, como pode ser observado na figura 15.
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Figura 15: Foto do caldo fermentativo: bruto, centrifugado e filtrado em
membrana de PVDF (0,22 pm).

O pigmento laranja possui certa influéncia sobre o espectro
visivel (banda em 470 nm) do pigmento vermelho, no entanto, foi
possivel separar com eficiéncia o pigmento laranja do vermelho, por
cromatografia liquida com pressdo normal, ou preparativa, como €
conhecida, usando um procedimento simples de separagdo, com
recuperacdo completa da fase estacionaria ao final. A avaliacdo da
guantidade de pigmento vermelho foi proposta por varios autores. Em
particular, Hajjaj et al. (2000) possuem extenso trabalho com
metabdlitos do fungo Monascus, incluindo o pigmento vermelho. Esses
autores desenvolveram uma relacdo quantitativa que serve para
determinar a massa do pigmento vermelho utilizando a absorbéncia do
caldo ou extrato em 480 nm. A maioria dos autores utiliza essa relacéo
desenvolvida por Hajjaj et al. (2000) para comparar as quantidades e
observar o desempenho da fermentagdo quanto & produgao de pigmento.

A utilizacdo do pigmento laranja, para verificar sua
interferéncia sobre o pigmento vermelho, proposto aqui, foi estabelecida
com base nos experimentos em cromatografia para o material liofilizado
e para o caldo fermentativo. A quantidade do pigmento laranja é sempre
superior a do pigmento vermelho extracelular no caldo. No entanto, esse
pigmento laranja ndo possui banda intensa em 480 nm, sua maior
interferéncia advém da banda forte na regido do amarelo (400 nm),
estendendo-se (por alargamento) para a regido de 470 nm, porém com
intensidade menor.

Os testes de recuperagcdo para 0 pigmento laranja foram
importantes para melhorar o nivel de informagBes a respeito da
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interferéncia sobre o pigmento vermelho, uma vez que o0s dois
componentes estdo presentes no produto comercial in natura. No total,
foi nove o nimero de aliquotas utilizadas para o céalculo da média do
percentual de recuperacdo, que teve como base a diferenga entre a
primeira separacdo (do caldo fermentativo) e uma segunda separacéo,
com os eluatos da primeira (laranja e vermelho), unidos e separados
novamente. Com os resultados de absorbancia foi possivel verificar que
a recuperacdo ocorre com percentual médio de 76 + 6% e amplitude
(minimo e méximo) de 67 a 82%.

Para verificar o desempenho da fermentacdo e a confiabilidade
do biorreator, foram realizadas medidas da biomassa (em mg) e do valor
do pigmento (absorbancia em 480 nm), em 10 fra¢es de 5 mL (do caldo
fermentativo) para cada fermentacgéo, considerando o produto final ap6s
0s 5, 8 e 10 dias. Os resultados quantitativos sdo mostrados na tabela 6,
para as trés fermentacGes, e uma foto do biorreator é mostrada na figura
16.

Tabela 6: Desempenho da fermentacdo realizada em biorreator; médias e
coeficientes de variagdo (C.V.) da biomassa e da absorbancia do pigmento
(densidade Optica em 480 nm; OD,g), para as trés fermentagoes.

. Fermentages
Parametros
Ferm.01 Ferm.02 Ferm.03
Biomassa
(9/L)
média 2,85 3,94 4,03
C.V. 11,5 8,6 53
Pigmento
(ODysgo)
média 2,63 3,67 3,96

C.V. 58 6,2 4,2
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Figura 16: Foto do biorreator utilizado para producéo de pigmento, por fungo
Monascus ruber; a) lavadores de gases; b) biorreator; c) resfriador de cartuchos
(Xad-2).

Para comparar as médias mais semelhantes (Ferm. 02 e Ferm.
03) foi utilizado um teste de Student (teste t) para amostras
emparelhadas; o teste visa a comparar as amostras das duas
fermentages frente aos mesmos métodos aplicados para as duas (tabela
6). Pelo resultado do teste foi concluido que as médias da biomassa ndo
possuem diferencas (teac < to00s) € as médias do pigmento sim (tcac >
to:005), em nivel de 95 % de confianca. O resultado indica que a
biomassa no final de 8 dias é semelhante & de 10 dias, mas o pigmento
possui um leve aumento, 0 que ja era esperado, porque, apds o oitavo
dia, o pH do caldo sobe (6,5 para 8,2), promovendo o rompimento da
membrana celular e liberando parte do pigmento intracelular (MORITZ,
2005). Os numeros da tabela 6 estdo de acordo com a cinética geral para
esse tipo de fermentacdo, pois, quando o pH aumenta para 8,3 e acima,
ocorre maior numero de mortalidade e o material intracelular extravasa
para o caldo (lise celular), aumentando a quantidade de pigmento
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(VENDRUSCOLO, 2009). Os resultados para a biomassa e para 0
pigmento (UAg) foram inferiores aos valores obtidos por Meinicke et
al. (2012), que utilizou o glicerol como substrato e glutamato
monossodico como fonte de nitrogénio organico, obtendo valores de
7,38 UAug € 8,44 g L™ para o pigmento e biomassa, respectivamente.
Apesar dos maiores resultados a razdo entre pigmento e biomassa
(7,38/8,44 = 0,87) é muito préxima as razdes obtidas nesse trabalho
(0,92, 0,93 e 0,98), sendo apenas 8,6 % diferentes. Ndo é possivel
calcular com clareza a relagdo de pigmento e biomassa, mas € possivel
perceber a semelhanca de resultados e verificar que a cinética que
envolve o pigmento depende do crescimento celular e das condigdes
envolvidas na fermentacdo. Um fator importante no trabalho de
Meinicke et al. (2012) é que a cinética de fermentacdo foi otimizada
para a producéo de pigmento através de modelagem, o que resultou em
valores altos.

4.3 BIOMASSA DO CALDO FERMENTATIVO

O liquido fermentativo, que constitui as amostras online
(coletas de 12 horas), possui maior viscosidade no inicio da fermentacéo
devido ao material amilaceo em suspensdo. Cerca de vinte e quatro
horas apés a inoculacdo do fungo, a viscosidade se reduz
consideravelmente, permanecendo baixa até o final da fermentacdo. As
estruturas dos micélios do fungo estdo dispersas e separadas,
suficientemente, para ndo ocasionar alteracbes na viscosidade do
liquido, uma vez centrifugadas, as partes liquidas sdo homogéneas e de
facil filtracdo. Antes de vinte e quatro horas, a dispersdo do amido
dificulta a centrifugacéo e filtracdo, sendo necessario corrigir o valor da
biomassa (medida da massa; em mg) através da massa de amido
residual. A correcdo para as primeiras 24 horas foi realizada por meio de
uma curva de diluicdo dos meios de cultura autoclavados, preparada
como descrito em medidas de biomassa; a mesma curva foi usada para
determinar o erro experimental da média de biomassa (mg) por
gravimetria. Os valores das medidas de biomassa sdo mostrados na
tabela 7, para as trés fermentagdes.



Tabela 7: Valores das medidas de biomassa por gravimetria, obtidos das coletas
de 12 horas, para as trés fermentagdes; valores em miligramas de biomassa seca.

Fermentacdes
Amostras Biomassa (mg)
Ferm. 01 Ferm. 02 Ferm. 03
aml 0,68 0,73 0,66
am2 3,23 6,17 6,89
am3 4,68 7,91 7,16
am4 5,15 8,14 9,19
am5 6,22 9,30 12,33
amé 8,37 8,85 13,61
am? 8,96 9,84 13,44
am8 8,17 11,05 14,44
am9 8,27 11,00 15,22
am10 9,55 12,85 15,43
aml1l - 11,31 15,28
aml12 - 10,72 15,69
am13 - 11,95 16,07
aml14 - 9,63 15,71
am15 - 10,92 14,72
aml16 - 10,32 14,42
aml7 - - 12,32
aml18 - - 11,13
am19 - - 11,80
am20 - - 10,20

am: coletas realizadas a cada 12 horas
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Para ilustrar a distribuicdo média da biomassa ao longo do
periodo das duas Ultimas fermentacGes (Ferm. 02 e 03), que sdo mais
relevantes para o estudo dos MVOC, como sera demonstrado ao longo
da discusséo, foi utilizado uma curva suavizada, que pode ser observada
pela sua representacdo grafica (figura 17), para os 16 valores
(destacados) de biomassa (mg) das duas Ultimas fermentagdes; os quatro
Ultimos valores de biomassa (mg) da Ferm. 03 ndo foram usados (ver
tabela 7). Os codigos utilizados no software R encontram-se no apéndice
A

Figura 17: Representacdo gréafica da curva suavizada para ilustrar a média da
biomassa (mg) das duas Ultimas fermentag8es (02 e 03).
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A observacdo da curva mostra o perfil médio da distribuicdo da
biomassa ao longo das duas fermentagGes, sendo possivel observar os
melhores intervalos de 12 horas para se obter um melhor rendimento do
fungo, considerando o nimero de células viaveis. O uso das medidas de
biomassa fazem parte da andlise da cinética da fermentacdo, o que
possui relacdo direta com a formacdo dos metabdlitos em solugdo,
como por exemplo os alcoois. Apesar de existirem evidéncias das
relagbes da biomassa com a producdo de alcodis superiores
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(GARAVAGLIA, 2006), nao é tdo simples de se observar na pratica,
porque tais relacdes dependem de métodos precisos e robustos para
verificar suas dependéncias. Todas as metodologias empregadas neste
trabalho demonstram suficiente aplicabilidade para estudar as relacGes
de dependéncia entre o fungo e os MVOC relacionados com a producéo
de pigmento. No entanto, apenas 0S cinco compostos que formam
acUmulos puderam ser estudados estatisticamente e relacionados
diretamente com o crescimento celular, detalhes a esse respeito séo
discutidos na sequéncia.

44 PLANEJAMENTOS EXPERIMENTAIS PARA O CALDO
FERMENTATIVO E COLETA POR CARTUCHOS DE XAD-2

A quantidade de compostos organicos volateis é bastante
extensa em todas as amostras analisadas, necessitando assim, uma
filtragem para os mais relevantes em termos comparativos, de acordo
com o0s objetivos centrais do presente trabalho. Por isso, foram
escolhidos os cinco compostos relacionados diretamente com a presenca
do fungo, e produzidos por influéncia desse. Sao eles: alcool etilico
(etanol), 2-metil-propanol, 3-metil-butanol, 2-metil-butanol e 2-fenil-
etanol (alcool feniletilico) (STOPPACHER et al., 2010).

4.4.1 Planejamentos experimentais para avaliagdo do caldo
fermentativo

Como foram realizados trés planejamentos fatoriais distintos,
cada um foi analisado separadamente. Os resultados foram reunidos e
estudados de acordo com os critérios estatisticos mais convenientes para
cada caso, pois, existem diferentes métodos para avaliar cada
planejamento, de acordo com as distribuicGes e a significancia de cada
variavel. A escolha dos niveis ndo foi ao acaso; experimentos anteriores
realizados em agitador orbital, com o fungo Monascus ruber foram
analisados e seus resultados de pH, tempo maximo de extracdo e
temperatura maxima de extracdo foram levadas em consideragdo. Os
resultados a seguir mostram como foram realizados os planejamentos
para 0s compostos citados acima, trazendo alguns exemplos de calculos
e 0s principais resultados. Para os célculos estatisticos foi utilizado o
software R (http://www.R-project.org.), para GNU/Linux, com uma
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série de pacotes estatisticos diferentes, a entrada de dados e os calculos
foram realizados através da linha de comandos, porém, para facilitar a
entrada de comandos, foram criados arquivos no formato de texto, com
os algoritmos completos, incluindo os graficos que sdo apresentados na
sequéncia. A vantagem de se trabalhar com os cddigos, em arquivos de
texto (script), é que os leitores podem observar como sdo realizadas as
operacdes, desde as mais simples, como médias e variancias, até a
montagem de um grafico especifico, que resume resultados especificos.
Os arquivos de texto utilizados na discussdo desse trabalho sdo
apresentados nos apéndices (A, B, C, D e E), todas as funcdes pré-
estabelecidas possuem documentagdo e referéncias, dadas no manual do
respectivo pacote estatistico. Para maiores detalhes sobre cada pacote,
pode-se consultar o site do projeto R. A descricdo completa dos calculo
matematicos envolvendo a algebra linear e todos os célculos estatisticos
mais corriqueiros podem ser encontrados nas referéncias (NETO et al.,
2010; MINGOTI, 2013).

Para demostrar a andlise realizada com o planejamento
fracionario em GC-FID, e o algoritmo que foi utilizado para todos 0s
compostos da via metabdlica dos alcodis, foi elegido o composto 3-
metil-butanol (c8), 0 mesmo vale para os demais; todos os codigos
empregados no software R sdo dados nos apéndices B, C, D e E. Os
dados das areas dos picos desse composto sdo dados na tabela 8; as
areas utilizadas foram obtidas diretamente pela integracdo dos picos dos
cromatogramas. N&o foram realizados ajustes de normalizacdo, pois, a
intencdo foi verificar a variabilidade bruta entre cada injec&o.
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Tabela 8: Areas dos picos do 3-metil-butanol (Respostas), obtidas diretamente
pela integracéo dos picos dos cromatogramas, divididas por 10.000; para todas
as corridas do planejamento fracionério 2** (em GC-FID ).

Corridas A B C D Respostas
1 -1 -1 -1 -1 14,363
2 1 -1 -1 1 22,195
3 -1 1 -1 1 27,314
4 1 1 -1 -1 23,501
5 -1 -1 1 1 21,148
6 1 -1 1 -1 21,918
7 -1 1 1 -1 28,602
8 1 1 1 1 31,463
9 -1 -1 -1 -1 15,147
10 1 -1 -1 1 23,205
11 -1 1 -1 1 29,436
12 1 1 -1 -1 26,901
13 -1 -1 1 1 22,589
14 1 -1 1 -1 25,184
15 -1 1 1 -1 32,120
16 1 1 1 1 31,902

A: pH; B: diluicdo; C: tempo de extra¢do; D: temperatura de extracdo

As corridas 1 até 8 representam o planejamento fracionario 2**,
e de 9 até 16 as réplicas. Os valores naturais das varidveis independentes
foram dados na tabela 2, e as condic6es de analise foram dadas na tabela
3, para o referido planejamento (planejamento 1).

Inicialmente foi realizada uma regressdo linear com todas as
variaveis e interagdes, para se obter o0 modelo que serviu de base para
calculos de normalidade e homoscedasticidade dos residuos. Também
foi realizada uma andlise de variancias (ANOVA). Com esse primeiro
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modelo, foi possivel verificar os efeitos dos niveis de cada fator sobre a
resposta. Um grafico dos valores absolutos dos efeitos € mostrado na
figura 18; ele resume os resultados desse primeiro modelo; a linha
tracejada representa 10% do valor do maior efeito (B). Segundo Neto et
al. (2010), abaixo de 10% do valor do maior efeito, todos os efeitos
podem ser considerados como néo significativos, o que foi confirmado
através do “teste t” para a média dos niveis (com 95% de confianga).

Figura 18: Gréfico de barras dos efeitos para o composto 3-metil-butanol,
adotado como exemplo dos célculos dos planejamentos realizados em GC-FID.
A: pH; B: diluicdo; C: tempo de extragdo; D: temperatura de extragdo
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Pode-se observar que todos os efeitos de primeira ordem (A, B,
C e D) sdo significativos e apenas uma interacdo de segunda ordem é
significativa (A:B). Como se trata de um planejamento fatorial
fracionario, de ordem IV (A:B esta relacionado com C:D), essa
interagdo dos fatores “A” com “B” tem seu efeito confundido com o da
interagdo “C” com “D”, o que significa que ndo ¢ possivel afirmar qual
interagdo, se “A:B” ou “C:D”, ¢ a significativa, porém, seguindo o
raciocinio proposto por Neto et al. (2010), nota-se que o efeito principal
de “B” tem valor superior aos outros, entdo, supde-se que a interacdo
contendo “B” (A:B) seja a maior.

Para verificar o efeito de cada nivel dos fatores e a variagéo das
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respostas, sdo mostrados graficos de efeito principal na figura 19. Pode-
se observar que, em todos os casos, as médias das respostas (linha
continua) sdo maiores no nivel alto (1); os valores individuais estdo
menos dispersos no nivel alto (1), indicando que a variacdo das
respostas neste nivel € menor.

Figura 19: Gréaficos de efeito principal para o composto 3-metil-butanol,
adotado como exemplo para os planejamentos fatoriais fracionarios realizados
em GC-FID.
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Apo6s avaliarem-se todos os graficos, foi formulado um segundo
modelo, apenas com os fatores e interagGes, cujos valores absolutos sdo
significativos; também foram levados em consideracdo valores dos
testes “t” e “F” da regressdo e da ANOVA, que ndo foram mencionados
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anteriormente porque sdo repetidos para o segundo modelo, e serdo
comentados a seguir.

O segundo modelo adotado, em conformidade com o critério
acima, forneceu como resultado a seguinte equacao:

Y=24,81+0,97.A+4,09.B +2,05.C+1,34.D - 1,43.AB (1.3)

Os resultados para 0 ANOVA e a falta de ajuste sdo dados na
tabela 9. Esses testes séo realizados em conformidade com a literatura
estatistica e foram revisados no software Libreoffice calc 3.5 (https:/pt-
br.libreoffice.org).

Tabela 9: Resultado dos testes de ANOVA para 0 modelo do composto 3-metil-
butanol utilizando o software R.

GL SomaQuad. Média Quad. F Pr(>F)

A 1 15,11 15,11 5,62 0,045

B 1 268,06 268,06 99,71 0,000

C 1 67,50 67,50 25,11 0,001

D 1 28,93 28,93 10,76 0,011

AB 1 32,94 32,94 12,25 0,008
Residuo 10 22,35 2,23

F.Ajuste 2 0,84 0,42 0,16 0,857
Erropuro 8 21,51 2,69

GL: graus de liberdade; Quad.: gradratica; F: valor de F; Pr(>F): p-value

Todos os valores de “p” (Gltima coluna da tabela), para os
fatores A, B, C e D, sdo menores do que o valor de a critico (0,05),
escolhido para o teste F; o valor da falta de ajuste (p = 0,857) € superior
ao valor de a critico (0,05). Esses resultados mostram que todos os
fatores sdo significativos e que o modelo possui ajuste, uma vez que a
hipotese (Ho) de falta de ajuste foi rejeitada pois p > o critico (0,05).
Esse segundo modelo foi avaliado através de testes de residuo
(Kolmogorov-Smirnov, Anderson-Darling, Shapiro-Wilk, Bartlett) e
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graficos de probabilidade normal, valor ajustado por valor predito e
outros (HEO et al., 2013).

Os mesmos célculos e graficos do planejamento fatorial
fracionario, dados acima para o composto 3-metil-butanol, foram
repetidos para os demais. Baseando-se nesses estudos, foi elaborado o
seguinte resumo, que serve para todos 0s cinco compostos relacionados
diretamente com a presenca do fungo (&lcool etilico, 2-metil-propanol,
3-metil-butanol, 2-metil-butanol e 2-fenil-etanol): as maiores médias e
as menores variaces de resposta sdo encontradas no nivel mais alto de
pH (> 5,3), sugerindo uma menor variabilidade dos dados nesse nivel;
os fatores (pH, tempo de extracdo e temperatura de extracdo) s&o
influentes para a variavel de resposta e necessitaram ser melhorados e
estudados em niveis mais altos, dai a necessidade de outro
planejamento.

Uma vez que o modelo citado acima foi reprodutivel, assim
como o0s modelos criados para 0s demais compostos, foi realizado um
segundo planejamento fatorial (planejamento 2, tabela 2), agora sem
réplicas. Os planejamentos sem réplicas sdo avaliados de maneira
semelhante aos com réplicas, mas confiar no seu ajuste é mais arriscado.
No entanto, é possivel decidir com seguranca quais os efeitos sdo
significativos. Um bom exemplo comparativo é o método da robustez de
Youden, que foi utilizado em outros trabalhos (DEJAEGHER;
HEYDEN, 2007).

O objetivo desse segundo planejamento foi modificar os niveis
e estudar o efeito do aumento nas variaveis de extracdo, 0s experimentos
foram realizados por cromatografia a gas com detector de massas (GC-
MS). Os célculos e gréaficos estudados sdo semelhantes aos realizados
para o planejamento 1, porém, ndo se utiliza o ANOVA para decidir
sobre a significancia dos fatores, mas utilizam-se os valores da regressao
(teste t) e os métodos de Lenth (LENTH, 1989; KLUTZ et al., 2015) e
gréaficos de probabilidade normal e half-normal (DANIEL, 1959). Para
0s cinco compostos estudados, os resultados podem ser resumidos
como: as maiores médias das respostas se encontram em niveis de pH
abaixo de 8,0 (e acima de 5,3) unidades de pH, indicando que niveis
altos de pH prejudicam os valores das respostas; o gréafico do efeito
principal, dado na figura 20, exemplifica o resultado em questdo. As
maiores médias para tempo de extragdo e temperatura de extragdo se
encontram no nivel mais alto (45 min.; 45°C). O efeito do tempo de
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extracdo é maior do que o efeito da temperatura de extracdo, sendo que
o0s dois fatores tém a mesma varia¢do entre os niveis (15 min.; 15 ° C).
Para exemplificar os resultados obtidos com esse planejamento, é
mostrado, na figura 21, um diagrama com os trés fatores mais influentes
para o etanol, onde, nos vértices do cubo, estdo os valores das médias
das areas dos picos (divididas por 100.000) referentes a combinacéo dos
niveis que sdo indicados na figura. Pode-se observar que a maior
resposta (119) se encontra no nivel baixo de “A” e nos niveis altos de
“B” e “C” (menor pH; menos diluido; maior tempo de extragdo). O
estudo do efeito da diluicdo foi importante quando se suspeitou de uma
interacdo com outro fator, como a temperatura de extragdo, o que
poderia indicar uma menor (ou maior) proporcao de saturacdo do analito
em espago confinado, ocasionando perda na linearidade entre a
guantidade de analito coletada pela fibra e a concentracdo de equilibrio
entre fase liquida e fase de espaco confinado (headspace). Resumindo, a
diluicdo da amostra ndo poderia causar aumento da quantidade de
analito extraido, se a temperatura de extracdo fosse a mesma (ou fosse
aumentada), pois diluicdo implica em menor quantidade de analito.
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Figura 20: Gréaficos do efeito principal para o etanol; exemplo para ilustrar o
efeito sobre a resposta para os alcoois.
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Figura 21: Diagrama do cubo das médias por combinacéo dos niveis; exemplo
para ilustrar a avaliagdo conjunta para os valores de médias dos niveis. A: pH;
B: diluicdo; C: tempo de extracao.

Apesar dos resultados dos dois planejamentos anteriores serem
importantes para a tomada de decisdo quanto a extracdo e avaliacdo das
amostras do caldo fermentativo, e fornecerem uma base de informagdes
fundamentada em critérios estatisticos, algumas ddvidas ainda
persistiam; pode-se observar no grafico do efeito principal (do pH) para
o etanol (figura 20), que a maior média esta no nivel mais baixo, assim
como a maior dispersdo dos valores, isso indica que existe um ponto
intermediario no qual a média e a dispersdo sdo mais adequadas para se
avaliar os resultados definitivos de uma extracdo desse género. Os dois
planejamentos iniciais também convergiam para um valor central,
semelhante aos valores 6timos que sdo encontrados quando se utiliza o
método de inclinacdo ascendente. Como a proposta do trabalho era
avaliar compostos volateis, principalmente da via metabolica dos
alcoois, foi necessario estudar mais a fundo um ponto intermediario que
comportasse as melhores médias e as menores variagdes para todos o0s
referidos compostos. Néo foi possivel optar pela forma mais tradicional
de avaliacdo dos niveis, que seria 0 método da maxima inclinacdo
ascendente, porque dois equipamentos diferentes foram utilizados
devido a necessidade técnica (GC-FID e GC-MS); por isso, foi
necessario um ultimo e definitivo planejamento para se chegar a um
modelo com os niveis otimizados, para os cinco compostos da via dos
alcoois. O terceiro planejamento foi realizado sem maiores dificuldades,
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pois os niveis das varidveis ja haviam sido refinados nos dois
planejamentos anteriores, independentes do detector acoplado ao
cromatografo.

Tendo em vista todos os resultados anteriores, foi realizado um
altimo planejamento completo 23 com trés réplicas no ponto central. Os
calculos para esse planejamento sdo semelhantes aos apresentados
anteriormente, por isso serdo resumidos e apresentados somente para o
composto 2-metil-propanol, porque esse composto apresentou as
menores diferengas entre os niveis € o maior nimero de fatores
significativos, possuindo o modelo mais abrangente para aplicacdo da
otimizacdo por método Simplex, que auxiliou na tomada de decisdes
acerca das restricbes para otimizagdo dos cinco compostos,
concomitantemente.

A figura 22 sintetiza todos os calculos realizados para o 2-metil-
propanol, mostrando o diagrama de contornos e a superficie de resposta
para os fatores estatisticamente significativos, que sdo o pH e a
temperatura de extracdo. Para facilitar a visualizagdo foram utilizados os
valores naturais das varidveis, porém nos calculos sdo utilizadas as
variaveis codificada (-1, 0, 1); para facilitar os calculos as areas dos
picos foram divididas por 10° unidades.

Figura 22: Sintese para os célculos realizados para o 2-metil-propanol; a)
diagrama de contorno; b) superficie de resposta. Respostas: areas dos picos
divididas por 10° unidades.

a) b)

Temperatura
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A equacdo obtida para o modelo final que representa os efeitos
do pH (A) e da temperatura de extracdo (B) € mostrada abaixo (equagédo
1.4), para as variaveis codificadas, de acordo com os calculos realizados
no software R, semelhantes aos realizados para os fatoriais fracionarios.
Os cadigos envolvidos sdo semelhantes aos mostrados nos apéndices B,
C,DeE.

Y=2,25+0,27.A-0,33.B + 0,13.A.B (1.4)

A escolha dos fatores significativos foi através de testes de
hipoteses para grau de significancia de 95%. Foram utilizados os valores
de t (Student) e F (Fisher) para decidir pela aceitagdo da significancia
(p-value < 0,05). O valor da interacdo de pH com a Temperatura de
extracdo (A.B) ndo é significativo, porém o valor de probabilidade (p-
value) para o teste F é 0,10, isso caracteriza uma interacdo ndo nula (néo
desconsideravel) seu valor entra na equacdo para equilibra os valores
estimados pela equacdo de regressdo. A média e o coeficiente de
variacdo para as trés réplicas do ponto central foram de 2,21 10° e
8,99%, respectivamente. O valor de R® foi de 0,87 e o valor de
probabilidade (p-value) de F (Fisher) para falta de ajuste é de 0,70 (>
agos Critico). Esses valores mostram que a equacao pode explicar 87%
da variabilidade dos dados e possui ajuste significativo. O valor de R?,
proporcdo de variabilidade de Y que é explicada pelo modelo, é
completamente influenciado pelo nimero de pardmetros; como nesse
caso séo quatro (B0, 1, B2 e B3; da equacdo), o valor de 0,87 ndo reflete
0 ajuste do modelo, por isso a necessidade de se fazer o teste de falta de
ajuste.

Testes sobre os residuos do modelo mostram que os residuos
sdo homocedasticos (Teste de Breusch - Pagan), tém distribuicdo normal
(Testes de Shapiro - Wilk, Anderson - Darling e Kolmogorov - Smirnov)
e sdo independentes (auto - correlagdo cruzada), critérios esses, usados
para avaliar o modelo de acordo com referéncias (NETO et al., 2010;
LIU et al., 2014). Os resultados sdo dados no apéndice H.

Pela observacdo da figura 21, pode-se concluir que, em
temperaturas mais baixas (-1) e pH mais préximo a 7.4 (1), obtém-se
valores maiores na resposta (Unidades de Area/10°). As mesmas
conclusdes foram obtidas quando observados os planejamentos para 0s
compostos 3-metil-butanol, 2-metil-butanol e 2-fenil-etanol. Os quatro
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compostos acima, incluindo o 2-metil-propanol, sdo importantes porque
fazem parte da via metabodlica dos alcoois citados por Nozzi et al.
(2014). A equacdo obtida através do planejamento para o 2-metil-
propanol foi otimizada com o método simplex, para maximizagéo,
usando o algoritmo linear padrdo da funcdo solver, do programa
Libreoffice 3.5 Calc. O simplex é muito Gtil porque, além de fornecer o
valor maximo, também fornece os niveis 6timos para a obtencdo do
mesmo.

As restricfes para a aplicacdo do algoritmo simplex foram
retiradas das solucdes e do estudo dos modelos obtidos para o etanol, 3-
metil-butanol, 2-metil-butanol e 2-fenil-etanol; dessa forma, foi possivel
testar valores de niveis acima e abaixo, fazendo quatro experimentos
adicionais e comprovando as restrigdes. As restricdes sdo as seguintes:
pH (valor > 6,5 e < 7,4); temperatura de extracdo (valor > 36,1 e <
45,0); tempo de extragdo (valor > 45,0 e < 50,9). Tais restri¢des (ou
limitacbes experimentais verificadas durante o0s planejamentos)
garantem que todos os cinco alcoois estudados sejam incluidos na
otimizagdo, considerando os limites experimentais conjuntamente. O
valor maximo estimado, de acordo com a resposta do algoritmo da
funcdo solver foi de 2,71 10°, muito préximo do valor experimental
obtido para a maior resposta (2,87 10°), quando os niveis possuem 0s
valores de 7,4(1), 36,1(-1) e 50,9(1), para os fatores pH, temperatura de
extracdo e tempo de extracdo. De fato, o valor maximo estimado pelo
simplex foi 5,6% menor do que o maximo valor experimental, porém, é
menor do que o coeficiente de variagdo do ponto central (9,0%), ou seja,
sdo valores maximos muito préximos, e sua diferenca € menor do que a
variabilidade das réplicas em um mesmo valor. Reunindo todos os
resultados, foi possivel concluir que os valores maximos, para as areas
dos compostos da via metabélica, sdo obtidos quando o pH esta préximo
de 7,0 (neutro), a temperatura de extracdo esta proxima de 36,0 °C e o
melhor tempo para a extragdo é proximo a 51,0 minutos. Temperaturas
mais altas mostram uma possivel interferéncia na particdo e adsorcédo
dos compostos volateis, como os pertencentes aos meios de cultura,
sobre 0s compostos da via metabdlica, isso foi observado pela queda na
resposta do 3-metil-butanol e 2-metil-butanol, quando foram testadas
temperaturas acima de 45 °C. Portanto, as condi¢des otimizadas acima
foram utilizadas para analisar todas as amostras do caldo fermentativo
de todas as fermentagGes, juntamente com os meios de cultura, por se
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tratarem das melhores condicdes para avalia¢cdo dos compostos MVOC,
com a menor variabilidade possivel em torno das médias estimadas.

4.4.2 Planejamento experimental para avalia¢do da coleta por Xad-2

O planejamento realizado para os compostos coletados dos
gases de exaustdo do biorreator, através da resina Xad-2, foi
substancialmente simplificado devido ao baixo nivel de interferentes,
guando foram combinados com extragdo por SPME. Nesse caso, foi
possivel desconsiderar o efeito da matriz porque a resina foi aquecida,
liberando os compostos facilmente e sem a presenga de concomitantes
gue sdo caracteristicos no caldo fermentativo. Um resumo dos célculos
aplicados para os alcoois etilico (c2), 2-metil-propanol (c5), 3-metil-
butanol (c8) e 2-metil-butanol (c9) é apresentado na figura 23, para o
composto 2-metil-propanol.
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Figura 23: Grafico dos efeitos principais para o composto 2-metil-propanol,
exemplo da aplicagdo do planejamento fatorial para compostos coletados dos
gases de exaustdo do biorreator.
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Todas as variaveis possuem efeito principal significativo, exceto
agitacdo das particulas do Xad-2. Novamente, foram verificadas todas as
informac0es referentes aos modelos empiricos; os resultados para o 2-
metil-propanol podem ser conferidos no apéndice. Os resultados
otimizados pelo mesmo método dado anteriormente conduziu as
variaveis para os niveis de aquecimento prévio a 70 °C (temperatura da
manta que aquece o tubo com Xad-2) por 20 minutos, temperatura de
extracdo de 50 °C e tempo de extracdo de 60 minutos.

4.4.3 Relevancia dos planejamentos experimentais

Os célculos e todas as analises referentes aos planejamentos
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experimentais sdo bastante extensos, principalmente no que concerne
aos algoritmos e codigos para o programa de analise. Alguns dos
métodos estatisticos, como Lenths (LENTH, 1989), ndo sdo facilmente
encontrados em outros programas, principalmente os de codigo aberto e
gratuitos. A possibilidade de se realizar calculos diferenciados, além dos
gue sdo encontrados nos programas tradicionais com algoritmos padrdo,
tornaram o0 uso do software R uma ferramenta de grande valor na
tomada de decisGes experimentais desse trabalho. Como sera observado
no decorrer da discussdo, o0s compostos foram avaliados
concomitantemente, em diferentes concentragdes, e em sua maioria eles
sdo produzidos no caldo fermentativo a partir de reacBes envolvendo
vias metabdlicas e reagBes secundérias. Nas primeiras horas da
fermentacdo, a concentracdo dos alcoois ficou abaixo do limite de
deteccdo; sem os resultados dos planejamentos teria sido praticamente
impossivel combinar, ao acaso, o0s niveis dos fatores pH, tempo de
extracdo e temperatura de extragdo para que pudessem ser observados
resultados com menos efeito de matriz e menor variabilidade,
principalmente para o caso do caldo fermentativo por SPME. Portanto,
todos os planejamentos experimentais sdo considerados como parte do
resultado final, tendo extrema influéncia sobre o mesmo.

Embora toda a metodologia usada na realizagdo dos
planejamentos tenha sido resumida em poucas paginas, podem ser
encontradas em varios livros e indmeros artigos; alguns foram citados
nas referéncias desse trabalho.

45 AVALIACAO DOS PRODUTOS EXTRAIDOS DO CALDO
FERMENTATIVO POR SPME E POR CARTUCHOS DE XAD-2
(SPE)

Na sequéncia, sdo discutidos todos o0s procedimentos
empregados para avaliar os compostos organicos volateis, tanto os
atribuidos direta e indiretamente a presenca do fungo (MVOC) como os
atribuidos a processos degradativos (hidrdlise por exemplo) que
ocorrem concomitantemente ao processo fermentativo (VOC).

4.5.1 Fragdes dos meios de cultura (mfl, mf2 e mf3)

As trés fragdes do meio de cultura (mfl, mf2 e mf3) foram
analisadas em GC-FID e GC-MS com o propdsito de identificar os
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compostos organicos (VOC) pertencentes somente ao meio de cultura,
tanto antes, quanto depois da fermentacdo, pois, como podera ser
observado adiante, a quantidade e a natureza dos compostos ndo séo as
mesmas depois da autoclavagem e do tempo transcorrido para a
fermentacdo. O processo de autoclavagem e o tempo de fermentacdo
promovem a degradacdo e a recombinagdo dos compostos do meio de
cultura, sob acdo das moléculas restantes ou do equilibrio quimico
caracteristico. Foram observados os totais de 18 a 23 compostos
pertencentes ao meio de cultura quando somados todos 0s compostos
encontrados nas trés fracbes (mfl, mf2 e mf3), para cada fermentacéo
individualmente. A tabela 10 sintetiza os resultados para estas fragdes e
as respectivas fermentacfes, mostrando os percentuais de coincidéncia
frente a fermentacdo com maior nimero de compostos na soma das
fragbes (mfl, mf2 e mf3), que foi identifica como sendo a segunda
fermentacdo (Ferm. 02).

Tabela 10: Numero de compostos do meio de cultura para as somas das fracdes
(mfl, mf2 e mf3) e percentuais de coincidéncia frente a fermentagdo com maior
ndmero de compostos na soma das fragdes (Ferm. 02).

Observactes Ferm.01 Ferm.02 Ferm. 03
Total de compostos encontrados 21 23 18
Compostos coincidentes 19 23 18
Percentual de coincidéncia (%) 82,6 100 78,3

a) proporcao em relacdo a referéncia (23 = 100%)

Os compostos coincidentes encontrados nas trés fragdes, que
representam a soma de todos 0s compostos encontrados nas fracées mfi,
mf2 e mf3, foram identificados como sendo: hexano, acetato de etila, 3-
metil-butanal, pentanal, tolueno, pentanol, hexanal, 2-heptanona,
octanal, D-limoneno, 2-etil-hexanol, octanol, heptanoato de etila,
nonanal, naftaleno, caprilato de etila, decanal, undecanal, 2-undecenal,
caprolato de etila, dodecanal, benzoato de isoamila, dodecanol. A
identificacdo foi realizada por comparacdo dos espectros, obtidos
experimentalmente, com dois banco de dados, NIST (atualizado em
2014), para uma faixa de probabilidade de coincidéncia de 91-98% e
SDBS (URL http://sdbs.db.aist.go.jp). Alguns compostos coincidem



http://sdbs.db.aist.go.jp/

103

com os estudados por Ghiasvand et al. (2007) para o arroz, usando
SPME e um espectrémetro de massas com analisador por tempo de voo,
ou seja, um analisador de massas diferente do utilizado nesse trabalho,
com espectros préprios para aquele. Além dos 23 compostos regulares
citados acima, foram encontrados alguns hidrocarbonetos alifaticos,
semelhantes aos encontrados por Ghiasvand et al. (2007), porém, sua
concentracdo é pequena e ndao aparecem em todas as amostras. Embora
todos 0s compostos das somas das fragfes sejam importantes na
comparacdo e identificacdo dos MVOC, o objetivo central foi apenas de
identifica-los, marca-los e subtrai-los dos cromatogramas das amostras
como um branco. Nenhum tipo de inferéncia estatistica foi aplicada aos
23 compostos encontrados, apenas estudos por graficos e célculos de
percentuais para verificar suas distribuigdes em cada fracdo.

45.2 Avaliacdo dos compostos volateis microbianos no caldo
fermentativo

Todos os procedimentos discutidos nos itens seguintes sdo
baseados na extragdo do caldo fermentativo; a avaliacdo qualitativa foi a
mesma empregada para as amostras dos gases de exaustdo, por se tratar
dos mesmos &lcoois identificados.

4.5.3 Avaliacéo qualitativa dos compostos MVOC

Quando analisadas, as amostras do caldo fermentativo
apresentam um total de 42 compostos, incluindo os 23 compostos do
meio de cultura, comentados acima. Entre os quarenta e dois compostos
totais, encontram-se dezessete (17) compostos que ndo pertencem ao
meio de cultura, nem modificado pela autoclavagem, nem degradados
(ou formados) durante o periodo da fermentacdo. Esses compostos estdo
relacionados direta ou indiretamente com a presenga do microrganismo
(Monascus ruber), seja pela presenca de enzimas, mudancas no
equilibrio quimico (por aumento do pH) ou reacdes entre produtos
secundarios. A distribuicdo desses compostos ao longo dos diferentes
periodos de fermentacdo ndo é exatamente a mesma, devido ao fato de
se tratar de um estudo cujos analitos sdo produzidos por consequéncia
da estrutura bioquimica in vivo e de sua influéncia extracelular, sendo
essa bastante complexa. No entanto, foi possivel observar uma
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distribuicdo regular de alguns compostos, formando padrdes distintos
dos compostos dos meios de cultura. A tabela 11 traz os nomes dos
dezessete compostos (MVOC) relacionados com a presenga do fungo
Monascus ruber e suas propor¢Ges em relagdo a cada uma das trés
fermentagOes estudadas, considerando a soma total das areas dos picos
referentes a cada composto, durante o tempo total da fermentagéo (total
acumulado). Também sdo mostrados os valores de probabilidade de
coincidéncia entre 0s espectros experimentais e os da base de dados
(NIST), assim como os nimeros dos compostos de referéncia utilizados
na comparacdo (CAS). O codigo refere-se a sequéncia crescente de
tempo de retencdo para os compostos e serd usado para facilitar a
discusséo.
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Na figura 24 sdo apresentadas as estruturas dos compostos
MVOC (com percentual acumulado maior que 2%), encontrados nas
amostras do caldo fermentativo, na fase de espaco confinado, utilizando
a técnica de SPME e analise por GC-MS.

Figura 24: Estruturas dos compostos MVVOC com percentual acumulado maior
que 2%, encontrados nas amostras do caldo fermentativo; codigos: a) ¢5; b) c8;
c) 9; d) c14; e) c15; f) c20; g) c22; h) c24.
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Sabe-se que a intensidade dos ions moleculares dos alcoois
alifaticos é, no geral, bastante baixa, quando ndo ausente. Tomando
como exemplo os isémeros do &lcool pentanol, que sdo o 3-metil-
butanol (c8), 2-metil-butanol (c9), cujas massas s&o 88,15 g mol™, pode-
se observar distintas diferencas entre os fragmentos nos espectros
desses, como é mostrado na figura 25.



108

Figura 25: Espectros de massas dos isomeros 2-metil-butanol (c9), 3-metil-
butanol (c8), obtidos a partir da analise dos cromatogramas de ions totais para
as amostras do caldo fermentativo e extracdo por Xad-2 dos gases de exaustdo
do biorreator, durante a producéo de pigmentos
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Segundo Pavia et al. (2010) dois tipos de fragmentagdes sdo
caracteristicos para os isdmeros do pentanol, a desidratacdo (ou
eliminacdo) e a perda de etileno. Os dois tipos de fragmentagdo citados
por Pavia et al. (2010), sdo demonstrados na figura 26 para um caso

geral.

Figura 26: Mecanismos caracteristicos da fragmentagdo dos isémeros do
composto pentanol, para um caso geral; a) desidratacdo; b) perda de etileno.
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Os dois mecanismos citados explicam a presenga dos
fragmentos em m/z 70 (desidratacdo) e m/z 42 (perda de etileno) para o
3-metil-butanol (c8), o fragmento intenso em m/z 55 é proveniente da
desidratacdo seguida de perda do radical metila (*CH3) formando o ion
C.H;", também caracteristico. Para o isdbmero 2-metil-butanol (c9), o
mecanismo de desidratacdo explica o fragmento em m/z 70, a
desidratacdo seguida de perda do radical etila (*CH,CH3) explica o
fragmento em m/z 41 (ion C3;Hs") e o fragmento em m/z 57 ¢é
proveniente da quebra em carbono alfa ao atomo de oxigénio, restando o
fon butila (C;sHy") sem o heteroatomo.

A avaliacdo dos espectros para todos os demais compostos
MVOC seguiu a mesma logica de estudo das fragmentagdes de acordo
com seus respectivos homologos e os mecanismos de fragmentacdo
mais tipicos. Também foram muito Uteis no estudo os bancos de dados
NIST (webBook: http://webbook.nist.gov/chemistry).

4.5.4 Avaliacéo dos percentuais dos compostos MVOC

Como se pode observar, na tabela 11 o percentual acumulado é
muito variado, existem valores que ndo chegam a 1%; ainda assim, sdo
valores mensuraveis que se encontram muito acima do limite de
quantificagdo (<< 0,1%). Para ilustrar com maior clareza a significancia
dos compostos de maior percentual acumulado, sdo mostrados abaixo
trés graficos de setores (figura 27) com os valores de percentuais
atingidos pelos mesmos; foram levados em consideracdo os valores
acima de 2% do acumulado, por se tratar dos valores mais
representativos. Os graficos sdo baseados nos valores das areas
integradas nos cromatogramas das amostras do caldo fermentativo; eles
representam todo o acumulado durante os periodos da fermentacéo (5, 8
e 10 dias). Sdo graficos muito (teis para representar a resposta obtida
utilizando SPME com GC-MS, pois se torna contraprodutivo mostrar 46
cromatogramas onde o etanol representa a maior proporgdo entre as
areas, e cada cromatograma possui aproximadamente 42 picos
integrados. Na figura 28 é mostrado um cromatograma de ions totais
para exemplificar o tipo de resposta obtida em uma das amostras do
caldo fermentativo por utilizacdo de SPME (ver c6digo na tabela 11).


http://webbook.nist.gov/chemistry
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Figura 27: Gréficos de setores com os valores de percentuais acumulados

durante os periodos das fermentagdes (5, 8 e 10 dias).
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Figura 28: Cromatograma de ions totais para exemplificar o tipo de resposta
obtida em amostras do caldo fermentativo, por utilizacdo de SPME em espago
confinado.
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Através da tabela e dos graficos de setor é possivel observar que
os valores de percentual acumulado para o etanol (c2), 2-metil-propanol
(c5) e 3-metil-butanol (c8) sdo maiores na primeira fermentacdo pois se
trata da fermentagdo de cinco dias; o acimulo desses compostos sdo
maiores em relacdo aos compostos que sdo produzidos mais lentamente,
como o 2-fenil-etanol (c24), cujos valores maximos aparecem apds
quatro dias de fermentacdo. Naturalmente, 0s compostos que apresentam
maior percentual acumulado séo aqueles que persistem em equilibrio no
liquido fermentativo por mais tempo e, precisamente por isso, é possivel
distinguir duas classes naturais de compostos, 0s que produzem
acumulos e os que se formam e se dissipam rapidamente. Para
exemplificar as duas diferentes classes, sdo mostrados, na figura 29, dois
graficos de barras com todos os pontos referentes ao periodo de
fermentacdo (em dias) para os compostos 3-metil-butanol (c8) e 2-
nonanona (c20).
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Figura 29: Gréficos de barras com os valores de areas integradas dos picos para
0s compostos 3-metil-butanol (c8) e 2-nonanona (c20), dadas por dia de
fermentacéo, para a fermentagdo de 8 dias.
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A construcdo dos gréaficos teve como base os dados da segunda
fermentacdo, no entanto 0 mesmo perfil é observado nas demais. Com
excecdo dos compostos etanol (c2), 2-metil-propanol (c5), 3-metil-
butanol (c8), 2-metil-butanol (c9) e 2-fenil-etanol (c24), todos os outros
que sdo relacionados com a presenca do fungo apresentam perfil de
formacdo e dissipacdo rapida, permanecendo de 2 a 3 dias nos seus
valores mais altos, diminuindo exponencialmente em seguida.

4,55 Estudo por modelagem n&o-paramétrica dos MVOC mais
regulares

Os compostos que formaram acimulos ao longo da fermentagéo
foram: etanol (c2), 2-metil-propanol (c5), 3-metil-butanol (c8), 2-metil-
butanol (c9) e 2-fenil-etanol (c24); esses sdo 0s compostos estudados e
otimizados através dos planejamentos. Para 0 caso desses compostos,
devido a sua distribuicdo regular durante a fermentacéo, é possivel criar
modelos ou sintetizar as informagfes do conjunto de amostras através
do estudo de regressdo, que pode fornecer pardmetros importantes,
como o erro experimental, a variancia em torno dos valores estimados,
além dos estudos sobre os residuos gerados pelas diferencas entre
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valores reais e valores ajustados. O uso de um modelo simplifica todas
as variagdes que ocorrem durante o processo fermentativo, sendo
possivel, ainda, efetuar previsdes para futuros experimentos ou
repeticdes dos mesmos.

Poucos trabalhos trazem informacGes detalhadas sobre esses
compostos, no sentido de producdo microbiolégica, um trabalho que
pode ser citado é o de Nozzi et al. (2014), que explora a via metabdlica
dos alcoois, visando melhorar sua producdo. Dos alcoois explorados por
Nozzi et al. (2014), quatro deles coincidem com o0s encontrados e
estudados no presente trabalho com o fungo Monascus ruber; a via de
sintese pode envolver duas enzimas, cetodcido descarboxilase e alcool
desidrogenase atuando em metabdlitos relacionados com a glicose. No
caso de Nozzi et al. (2014) o estudo foi realizado com base em
microrganismos e meios de cultura propicios para formacdo de alcoois;
no caso desse trabalho com o fungo Monascus ruber, os alcoois sdo
produzidos devido a caracteristicas naturais, em um meio com baixas
guantidades de nutrientes, para induzir a produgéo de pigmento e ndo a
producdo de alcoois.

Visto que o potencial dos compostos 2-metil-propanol (c5), 3-
metil-butanol (c8), 2-metil-butanol (c9) e 2-fenil-etanol (c24) ¢
promissor para o estudo das relagbes de sinergismo e antagonismo
(fazem parte de uma via metabdlica), além de ser possivel estuda-los por
regressdo, foi dada maior énfase a esses, juntamente com o etanol (c2),
gue compreende o maior percentual entre os MVOC.

Conforme os percentuais acumulados, dados na tabela 11, pode-
se observar que as diferencas entre as fermentacdes Ferm. 01 e Ferm.
02, para os compostos etanol, 2-metil-propanol (c5), 3-metil-butanol
(c8), 2-metil-butanol (c9) e 2-fenil-etanol (c24), sdo menores do que as
diferencas entre Ferm. 02 e Ferm. 03, isso acontece porque a producéo
de etanol e alcoois superiores decresce consideravelmente durante o
estagio de morte celular, o que ocorre ap6s oito dias. O decaimento da
guantidade de alcool devido a morte celular pode ser observado na
figura 29, para o alcool 3-metil-butanol (c8), a barra correspondente ao
oitavo dia (D8) é menor do que a barra correspondente ao sétimo dia
(D7), ou seja, a partir de oito dias a morte celular aumenta, e a
guantidade dos principais alcoois diminui consideravelmente, chegando
a niveis muito baixos em dez dias, o que é completamente perceptivel na
fermentacdo de dez dias (Ferm. 03).
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Levado em consideracdo que, apés o periodo de morte celular,
os principais alcoois deixam de ser produzidos, pois sd0 necessarias
células vivas e viaveis para produzi-los, foram considerados apenas 0s
oito dias da fermentagdo “Ferm. 03” para compara¢des com os oito dias
da fermentagdo “Ferm. 02”. Para avaliar todos os valores obtidos
durante os oito dias da fermentacdo Ferm. 02 e os oito dias da Ferm. 03,
retirando os dois Ultimos dias dessa Gltima por apresentar morte celular
elevada, foi realizado um estudo de regressdo dos valores, que, nesse
caso, foram valores de areas dos picos integrados diretamente a partir
dos cromatogramas de ions totais (TIC); para facilitar a representacdo
grafica, as areas foram divididas por cem mil (10°). O modelo de
regressdo adotado foi o loess (Local Polynomial Regression Fitting); por
apresentar maior adequacao aos dados experimentais, 0 mesmo tipo de
modelo foi aplicado aos cinco principais alcoois mencionados
anteriormente, individualmente. As curvas resultantes da regressdo loess
tém o mesmo perfil, para os cinco alcoois, portanto, apenas um exemplo
foi apresentado (figura 30) com maiores detalhes para o alcool 2-metil-
butanol (c9). Essas curvas descrevem o perfil mais aproximado do
natural, levando em consideracdo todos os dados de areas, obtidos com
0s dezesseis pontos (192 horas; coletas a cada 12 horas),
correspondentes aos periodos de 8 dias estudados para as duas Gltimas
fermentacoes.
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Figura 30: Curva resultante da regressdo loess para o alcool 2-metil-butanol,
usada como exemplo do algoritmo aplicado para os cinco MVOC mais
relevantes.
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A curva dada como exemplo é proveniente de regressao
polinomial local entre dois pares de dados, os pontos de “Ferm. 02” e
“Ferm. 03”, retirados a cada doze horas, durante oito dias (192 horas). A
regressdo loess forneceu um valor de R? de 0,945 (94,5%), e um erro
padrdo de regressdo de 1,929 (intervalo de confianga: + 3,858), para o
composto 2-metil-butanol (c9); esse resultado foi suficiente para
estimar, com segurangca, um valor de méaximo entre as duas
fermentagdes (Ferm. 02 e Ferm. 03), o que ndo seria possivel fazendo a
média dos dois valores de &rea maxima (picos) observados
experimentalmente em cada fermentacdo. Todos 0s testes para
homoscedasticidade e normalidade para residuos foram realizados da
mesma forma que para os modelos do planejamento experimental.

O modelo ndo-paramétrico foi escolhido por apresentar maior
flexibilidade na obtengdo de uma regressdo que conseguiu resumir as
relacbes entre as areas dos picos de cada composto e o tempo de
fermentacdo. Observando o grafico de dispersdo que contém a curva de
regressdo que representa a aplicacdo da funcéo para o modelo loess, é
possivel verificar que a utilizacdo de um modelo paramétrico mais
tradicional como uma reta, ou mesmo um modelo baseado em uma
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funcdo exponencial, ndo teriam um ajuste que englobasse todos dos
dados. Ndo foram encontrados na literatura modelos do tipo loess para
0s alcoois estudados nesse trabalho, porém existem modelos do tipo
exponencial que apresentam resultados satisfatorios, dependendo da
pesquisa e dos resultados que se espera com a aplicacdo dos modelos
(MU; WANG; YU, 2006). Aqui foi apresentada uma alternativa que
pode ser viadvel para outros pesquisadores com interesse na modelagem,
principalmente com séries temporais, envolvendo medidas analiticas.

O uso de um modelo de regressdo no qual os dados sdo
ponderados localmente foi crucial para resolver um problema bastante
trivial, que ¢é a dispersdo dos resultados. Embora as duas fermentagdes
que estdo sendo utilizadas tenham o mesmo perfil quanto a distribui¢do
dos compostos pelo tempo de fermentacdo, o periodo exato em que o
valor maximo se encontra ndo pode ser encontrado com precisao, pois a
coleta é realizada a cada doze horas, portanto, o valor maximo
observado para as fermentagdes Ferm. 02 e Ferm. 03 ndo se encontra no
mesmo periodo. De posse das estimativas do modelo loess foi possivel
estimar onde se encontra o valor méximo para as duas fermentagdes
concomitantemente, para isso foi utilizada a funcdo de predicdo
(predict), que é capaz de obter o valor maximo da curva de regressao
sem a necessidade de ajuste manual dos dados ou interpolacéo usando a
equacao de regressdo, como é de praxe. Os valores maximos estimados
foram utilizados para a quantificagdo e serdo discutidos mais adiante.
Todos os codigos utilizados no software R sdo dados no apéndice,
incluindo todos os parametros escolhidos para a aplicacdo da regresséo.

4.5.6 Resultados dos testes de recuperacdo para os alcoois extraidos
do caldo fermentativo e dos gases de exaustéo

Os testes de recuperacdo para os alcoois extraidos do caldo
fermentativo e dos gases de exaustdo mostram valores bastante
satisfatérios para as recuperacdes. Quando realizados os calculos de
média global para as médias das trés concentracfes empregadas, foram
obtidos os valores de 88,4% para a média dos cinco alcoois do caldo
fermentativo e 70,8% para a média dos quatro alcoois das coletas dos
gases de exaustdo, com coeficientes de variacdo (C.V.) de 11,6 e 18,2
respectivamente. A maior variacdo para a recuperagdo dos gases de
exaustdo ja era esperada, em funcéo do tipo de preparo necessario para a
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extracdo via resina. Todos os resultados para as médias e coeficientes de
variacdo (C.V.) individuais podem ser observados nas tabelas 16 e 17,
nos apéndices F e G.

46 OBTENCAO DOS VALORES MAXIMOS QUANTITATIVOS
PARA OS CINCO MVOC ESTUDADOS NO CALDO
FERMENTATIVO.

Através do uso de padrdes dos &lcoois etanol, 2-metil-propanol,
3-metil-butanol, 2-metil-butanol e 2-fenil-etanol, foi possivel obter as
curvas de calibragdo em solucdo aquosa, com objetivo de quantificar os
valores méximos estimados para as duas fermentacBes (Ferm. 02 e
Ferm. 03) em conjunto. No caso das amostras do caldo fermentativo, foi
possivel obter esses valores porque foram obtidos modelos que
possibilitam a verificacdo dos pontos méximos usando uma funcdo de
previsdo para a curva de regressdo obtida. Os detalhes paramétricos
obtidos com os modelos das curvas de calibracdo (regressao linear) e 0s
valores de limite de deteccdo e quantificagdo sdo dados na tabela 12.

Tabela 12: Faixa de concentracdo, coeficiente de determinagdo (R2), limite de
deteccédo (LOD) e quantificagdo (LOQ) para os alcodis estudados.

Composto  Faixa de (ionc. R2 LOD1 LOQl
(ngL”) (ngL”) (ngL”)

Etanol 20 - 400 0,9988 0,530 1,644

2-Metil- 1-25 0,9983 0,130 0,403

propanol

3-Metil- 1-25 0,9981 0,058 0,178

butanol

2-Metil- 0,5-10 0,9982 0,055 0,170

butanol

2-fenil- 0,5-10 0,9994 0,010 0,032

etanol

De posse das curvas de calibracdo para os referidos alcoois, foi
possivel obter os valores referentes aos maximos (em massa), estimados
com os modelos loess para as duas fermentagdes (Ferm. 02 e Ferm. 03),
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por interpolacdo usando os modelos para os padrdes (retas), como é de
praxe. O fato de ter sido usado um valor estimado de area para as duas
fermentagdes conjuntas (com uso da loess) produziu um resultado mais
realistico do que se fossem considerados os valores experimentais
diretamente nas curvas de calibracdo, 0 que nesse caso nao seria
possivel devido a ndo coincidéncia do periodo dos maximos
experimentais, que possuem diferencas entre doze horas. Este resultado
pode ser generalizado para futuras fermentagfes usando as mesmas
metodologias empregadas aqui, porque o perfil das curvas de regressao
loess devem ser aproximadamente 0s mesmos.

Os resultados quantitativos encontram-se resumidos na tabela
13, onde sdo dados os resultados de massa (ug), concentracdo do
composto no caldo fermentativo (mg L), massa do composto por
grama de biomassa seca e coeficiente de correlacdo de Pearson entre as
guantidades do composto e a biomassa, para cada ponto do caldo
fermentativo das duas fermentacdes.

Tabela 13: Resultados quantitativos para os alcoois; massa, concentracdo dos
compostos, massa do composto por grama de biomassa seca e coeficiente de
correlagdo de Pearson entre as quantidades do composto e a biomassa.

Composto Massa (pg) Conc.  Comp/bio  r-Pearson
(mgL™) (mgg?)

Etanol 1225,50 313,87 88,77 0,82867

2-Metil-propanol 22,06 551 1,71 0,84871

3-Metil-butanol 9,47 2,37 0,69 0,94184

2-Metil-butanol 3,80 0,95 0,27 0,92765

2-fenil-etanol 2,79 0,70 0,22 0,84756

Os valores dos coeficientes de correlacdo de Pearson foram
submetidos ao teste t (Student); todos mostram valores significativos
para um nivel de significAncia de 95%, sendo assim, é possivel aceitar
que existe uma correlacdo positiva entre a quantidade produzida dos
cinco compostos estudados com a producdo de biomassa. Portanto, um
aumento na producdo de células ocasiona um aumento nas quantidades
dos compostos que produzem acUmulos, como o etanol, 2-metil-
propanol, 3-metil-butanol, 2-metil-butanol e 2-fenil-etanol. Pode-se
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observar na tabela que os valores de correlagdo, em sua maioria, estdo
acima de 0,8; esse valor sugere que a correlacdo é forte e o teste de
hipoteses para estes coeficientes confirma que existem relagdes positivas
para todos.

Os compostos que ndo produzem acumulos, como a 2-
nonanona, ndo possuem relacdo direta com a biomassa; apesar de serem
relacionados com a presenga do fungo, ndo é possivel avaliar
estatisticamente esta correlacdo de maneira simples. Observando os
valores de tempo para alcangar o valor maximo, dados na tabela 13,
pode-se concluir que todos os maximos dos compostos se encontram
proximos a 5 dias (120 horas), o0 que coincide com os valores maximos
encontrados para a biomassa, que se encontram entre 5 e 6 dias. Esta
diferenca de um dia é pouco perceptivel quando se utiliza um método de
mediada de biomassa por gravimetria, embora a balanca seja analitica e
as amostras tenham sido coletadas com toda a homogeneidade possivel.

Em termos de producdo de alcoois, quando sdo utilizados 0s
meios de culturas adequados e os fungos produtores de etanol,
guantidades significativas podem ser atingidas, como as relatadas por
Nair et al. (2015), que observou uma producdo de etanol de 10.1 g L™
com rendimento de 135 mg g™ de biomassa seca. Os resultados para os
fungos com adaptabilidade aos meios produtores de etanol sdo maiores
do que o apresentado para o fungo Monascus ruber; nesse trabalho (ver
tabela 13). No entanto, estudos com SPME em espago confinado
poderiam ser utilizados para melhorar a producdo dos alcoois através da
otimizag&o e adaptacdo de outras condicOes de cultivo.

Estudos por SPME realizados por Mejias et al. (2002),
mostraram que a repetibilidade para os alcoois 2-metil-propanol e 3-
metil-butanol fornece os valores de coeficiente de variagdo de 12,15 e
9,37%, respectivamente. Marin et al. (2002) encontrou valores de
coeficiente de variacdo de 11,9, 8,4, 10,2 e 13,7% para os alcoois 2-
metil-propanol, 2-metil-butanol, 3-metil-butanol e 2-fenil-etanol
(respectivamente) quando utilizado SPME. Ambos estudos foram
realizados com amostras de vinagre e com fibras de Car-PDMS
(Carboxen e polidimetil siloxano). No presente trabalho, os valores de
coeficiente de varia¢do para os alcoois etanol, 2-metil-propanol, 3-metil-
butanol, 2-metil-butanol e 2-fenil-etanol sdo: 5,7, 9,0, 7,1, 9,7 e 12,5
(respectivamente). Pode-se afirmar que os valores encontrados aqui
estdo préximos aos valores das duas referéncias citadas e demonstram a
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mesma repetibilidade; isso confere com os valores que sdo normalmente
esperados para a extracdo por SPME de padrdes que estdo entre 5 a 15%
de coeficiente de variacao para estes alcoois.

47 OBTENGCAO DOS VALORES QUANTITATIVOS PARA OS
QUATRO MVOC ESTUDADQOS POR COLETA COM CARTUCHOS
DE XAD-2

A quantificagdo dos maximos valores para 0s compostos
adsorvidos em Xad-2, seguida por extracdo com SPME, foi realizada
através das mesmas solugdes dos padrfes aquosos que foram utilizadas
para os extratos do caldo fermentativo, com excecdo do etanol. A
guantidade de etanol adsorvida em Xad-2 excede a que esta presente nas
amostras dos caldos fermentativos, indicando que ocorre um acimulo de
etanol durante as 24 horas de exposi¢do, quando comparadas as médias
dos valores maximos. No entanto, 0 acUmulo de etanol é pequeno,
representando apenas 21,2% a mais do valor da média nos pontos
maximos. Para o entendimento desse resultado, deve ser levado em
consideragdo que a vazdo de escoamento do fluido gasoso (ar +
compostos) ndo é ajustada para obtencdo de uma maior concentracéo
dos compostos mais volateis em Xad-2, o que implicaria em uma vazao
menor do que a utilizada; a vazdo empregada é consequéncia da
necessidade de aeracdo do meio de cultura, para garantir a sobrevivéncia
do microrganismo. O fungo utilizado é um organismo aerébio, ndo
aquético, diferente das microalgas, no entanto, devido a herancas
oriundas de seus ancestrais aquaticos, essa espécie possui uma boa
adaptabilidade no meio de cultura submerso, porém a aeragdo deve ser
adequada as necessidades basicas das células, o que foi estudado
anteriormente por Moritz (2005) e Vendruscollo (2009). Segundo
Vencruscollo esse microrganismo pode sobreviver em meio anaerobio,
no qual ndo havera producao de pigmento, o que entra em conflito com
0 objetivo desse trabalho, que é verificar os compostos MVVOC oriundos
do processo de producdo de pigmento. A baixa aeracdo também pode
favorecer o aumento na producéo de alcoois, que seriam eliminados das
células para 0 meio, ndo sendo utilizados novamente para a producao de
energia mas favorecendo o acimulo no meio exterior.

Para os demais compostos ndo foram encontradas diferencas
gue possam sugerir acimulos, nem mesmo a utilizacdo de temperaturas
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mais baixas poderiam favorecer a adsorcdo, sendo a vazéo o principal
responsavel pelas perdas. Tudo isso foi constatado durante a preparagdo
e realizacdo dos experimentos para o planejamento experimental. Na
tabela 14, encontram-se os valores quantitativos para os maximos, o0s
coeficientes de variagdo dos maximos experimentais para as duas
fermentagdes, as quantidades dos compostos pelo total de fluido que
escoa no cartucho em 24 horas e os valores dos periodos necessarios
para atingir 0s maximos experimentais.

Tabela 14: Valores quantitativos méaximos (massa em pg), coeficientes de
variagdo dos méaximos experimentais (C.V.), quantidades dos compostos pelo
total de fluido que escoa pelo cartucho em 24 horas (M.V.H) e os valores dos
periodos necessarios para atingir 0s maximos experimentais (In. M&x).

Composto Massa C.V. M.V.H In. Méx (horas)
(ng) (ngL*h?)
Etanol 1556,4 234 2,319 48 — 96
2-Metil-propanol 36 5,8 0,053 72-120
3-Metil-butanol 51 40,8 0,008 72-120
2-Metil-butanol 2,7 4,3 0,004 72-120

Os valores quantitativos para os maximos foram obtidos através
da média dos valores maximos encontrados experimentalmente para as
duas fermentacfes, no caso do etanol, para a segunda fermentacdo o
maximo ocorreu em 48 horas e para a terceira em 96 horas. Néo foi
possivel aplicar um modelo ndo-paramétrico, como foi aplicado para as
amostras diretas do caldo nos compostos extraidos com Xad-2. Mesmo
guando os resultados para o planejamento experimental séo satisfatdrios,
pode ocorrer diferengas na utilizacdo da metodologia, que, nesse caso,
ocorreram na parte de extracdo por Xad-2 durante o processo de
producdo de pigmento. N&o foi possivel prever as mudangas no fluido
de escoamento porque cada cartucho recebeu 28,03 + 0,04 litros de
fluido, em média, durante as 24 horas de coleta. A cada doze horas, a
vazdo era verificada, para se obter uma média da vazdo de escoamento,
no entanto, pequenas variagcbes de vazdo podem ocorrer em periodos
intermediarios, contribuindo para as diferencas encontradas.

Todos os testes estatisticos para verificar a associacdo e
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correlagdo entre os valores de cada composto, durante os oito dias de
interesse das fermentacdes (Ferm. 02 e Ferm. 03), mostraram baixa
associacdo. Como é possivel observar na tabela 14, os valores de
coeficiente de variagdo sdo significativamente elevados para o etanol e
para o 3-metil-butanol; a auséncia de um modelo, nesse caso, prejudica
consideravelmente a verificagdo da precisdo, pois ndo se tem um valor
ajustado como referéncia para comparacdo de nenhum indice, e a
guantidade de graus de liberdade para estimar a média é muito menor.
Em contrapartida, os valores dos coeficientes de variagdo para 0s
compostos 2-metil-propanol e 2-metil-butanol foram abaixo de 10%, o
gue seria comparativo em termos de valor de média, além disso o erro
ndo demonstra ser sistematico e os periodos dos maximos sdo
condizentes com os maximos valores de biomassa. Para ilustrar um
exemplo dos valores divergentes entre cada coleta e entre as duas
fermentagOes, é apresentado um gréfico de barras para o composto 2-
metil-propanol (figura 31). E possivel observar que o valor maximo para
a fermentacdo Ferm. 02 esta em 120 horas e para a fermentacdo Ferm.
03 estd em 72 horas.

Figura 31: Gréfico de barras para o composto 2-metil-propanol (c5), com os
valores obtidos para as coletas por Xad-2 para as fermentacdes Ferm. 02 e
Ferm. 03.
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Os valores de quantidades dos compostos pelo total de fluido
que escoa pelo cartucho em 24 horas sdo medidas de capacidade de
adsorcdo (mg do composto) por volume total de fluido que passa pelo
cartucho (em litros), de maneira continua, estando o cartucho resfriado
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todo o tempo. Diferentes temperaturas de resfriamento foram testadas, a
diminuicdo da temperatura ndo influencia na taxa de acumulo do
composto por hora, mas sim na permanéncia do composto ja adsorvido,
mantendo o composto em equilibrio entre as duas fases (adsorvente -
fluido escoado). Adsor¢des em resinas como Tenax sdo muito comuns
em coletas de ar ambiente, também aparecem em trabalhos com MVOC,
porém a resina Tenax possui custo bem mais elevado do que a resina
Xad-2, e existem poucas metodologias para gases de exaustdo para que
se possa comparar 0s resultados em termos de eficiéncia com Xad-2
(RAEPPEL; APPENZELLER; MILLET, 2015).

Para ilustrar a diferenga em termos de resposta obtida com as
amostras dos gases de exaustdo e as do caldo fermentativo, € mostrado
na figura 32 um cromatograma de ions totais para uma amostra
proveniente da extracdo com Xad-2 (ver c6digo na tabela 11).

Figura 32: Cromatograma de ions totais tomado como exemplo de uma amostra
dos gases de exaustdo do biorreator, extraida com cartucho de Xad-2.
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Pode-se observar na figura 31 que o nimero de compostos
extraidos ¢ menor do que para as amostras do caldo fermentativo,
exemplificadas pelo cromatograma dado anteriormente.

Algumas consideracGes foram feitas quanto ao desempenho do
Xad-2 para os MVOC estudados aqui, e o item a seguir trata das
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comparacdes entre as técnicas empregadas.

4.8 COMPARACOES ENTRE OS VALORES ENCONTRADOS PARA
O0S MVOC PRESENTES NA EXTRACAO DIRETA DO CALDO
FERMENTATIVO E NA EXTRACAO POR XAD-2

A extracdo direta dos MVVOC no caldo fermentativo, utilizando-
se a técnica de SPME em espaco confinado, proporciona uma melhor
representatividade em termos qualitativos, como foi visto anteriormente
(tabela 11); s@o no total dezessete compostos MVVOC, dos quais cinco
deles podem ser associados positivamente com parte da cinética de
fermentacdo, que, nesse caso, foi representada pela biomassa. Essa
associacdo entre etanol e biomassa pode ser encontrada em alguns
trabalhos, no entanto, nem sempre ela pode ser demonstrada, depende da
precisdo na qual a medida pode ser realizada e da otimizacéo dos fatores
para uma menor variabilidade. Ja os demais alcoois, como o 2-metil-
propanol, 2-metil-butanol, 3-metil-butanol e 2-fenil-etanol, sdo pouco
estudados em termos de relacdo com a cinética de producdo, devido as
baixas concentracGes que aparecem no fermentado, porém eles fazem
parte das vias metabolicas e seu estudo constitui em uma fonte
importante de informagdes a respeito do ambiente quimico em que as
células do microrganismo se encontram. Dentro deste contexto, pode ser
considerado o exemplo do 2-fenil-etanol, que possui a menor
solubilidade (16 g L™ em 4gua) entre os cinco alcoois selecionados para
estudo quantitativo contra o 2-metil-propanol, que é completamente
solivel em agua. O composto 2-fenil-etanol possui maior percentual
acumulado em érea integrada (tabela 11); em alguns pontos ao longo da
fermentacdo a area integrada desse composto supera a do 2-metil-
propanol, no entanto, sua influéncia real (quantidade) no ambiente
aquoso é menor devido a baixa solubilidade que apresenta. Do contrario,
0 2-metil-propanol possui influéncia maior em meio liquido,
permanecendo por tempo maior em contato com as células, e em maior
guantidade. De acordo com Bastian et al. (2011), o 2-metil-propanol é
um forte candidato para complementar os biocombustiveis, sua
producdo biotecnoldgica atual esta baseada na via aerdbica, no entanto,
através de recombinacdo genética é possivel modificar a producdo deste
alcool para uma via anaer6bia mais eficiente em producdo, aumentando
assim o interesse por esse. Foi relatado por Garavaglia (2006) e
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referéncias que os alcoois 2-metil-propanol e 3-metil-butanol podem ser
encontrados em concentracdo mais elevada quando um processo de
aerobiose estd envolvido, diferente do que acontece quando ocorrem
efeitos que provocam anaerobiose, como a baixa oxigenacdo do meio
submerso.

Nas primeiras vinte e quatro horas de fermentagdo, o meio de
cultura produz pequena quantidade de espuma, 0 que prejudica
sensivelmente a aeracdo no biorreator; apds esse periodo, a viscosidade
do meio diminui e a aeragdo torna-se eficiente. Esse periodo onde a
espuma diminui também é quando se observa o aparecimento repentino
do etanol e dos demais alcoois. Embora o aparecimento do etanol esteja
também associado ao efeito Crabtree, onde alta concentracdo de agucar
inibe enzimas respiratorias, mesmo com suficiente oxigenacdo ndo se
pode afirmar com certeza quais as causas do aparecimento do etanol
apenas medindo sua quantidade. A verificacdo do aparecimento de
alcoois superiores pode ser de extrema importancia na elucidacdo de
questdes como essa, apresentada para o aparecimento do etanol. No
entanto, como se pode observar nos resultados apresentados aqui, para
as duas estratégias de avaliacdo as quantidades dos alcoois superiores
sdo relativamente pequenas e necessitam de métodos com sensibilidade
suficiente para promover sua deteccao, seja qual for o equipamento de
andlise que se pretenda usar. Neste sentido, as duas formas de extracéo
por SPME e Xad-2 demostraram-se suficientemente efetivas para que
fosse possivel avaliar as quantidades da maioria dos alcoois superiores
observados para essa fermentacéo, no entanto, algumas particularidades
foram observadas e serdo discutidas na sequéncia.

Para o caso dos compostos coletados com Xad-2, seguidos de
extracdo por SPME, apenas oito compostos foram extraidos no total,
quatro deles sdo o etanol, 2-metil-propanol, 2-metil-butanol, 3-metil-
butanol, que podem ser comparados com os extraidos diretamente do
fermentado. Para ilustrar mais claramente a diferenca sdo mostrados na
tabela 15 os valores encontrados, as médias, aos pares, os desvios
padrdo e o coeficiente de variagcdo entre 0s pontos maximos, para a
extracdo direta no fermentado e a coleta por Xad-2; os avaliados s&o
apenas 0s compostos comuns para as duas metodologias.
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Tabela 15: Valores quantitativos, médias e coeficiente de variacdo entre os
pontos maximos, para a extracdo direta do caldo fermentativo e a coleta por
Xad-2.

Caldo Exaustéo Média C.Vv.
Composto Massa (ug) Massa (ug) (hg)
Etanol 12255 1556,4 1391,0 16,8
2-Metil- 22,1 36,0 29,0 34,0
propanol
3-Metil-butanol 9,5 51 7,3 42,4
2-Metil-butanol 3,8 2,7 3,2 23,9

Observando os valores de coeficiente de variacdo, percebe-se
gue o maior valor é o do composto 3-metil-butanol; esse composto
também apresentou o maior coeficiente de variagcdo quando comparadas
as médias dos pontos maximos, na tabela 14, para as duas fermentagdes
(Ferm. 02 e Ferm. 03) nas amostras das coletas por Xad-2. O significado
desse valor relativamente alto de coeficiente de variagao esta no valor da
média de 5,1 pg, que contém a maior variagdo (40,8%). Para o caso do
etanol e do 2-metil-propanol, pode-se concluir que os valores
guantitativos apresentam pesos comparativos, ou seja, ndo sdo valores
diferentes em ordem de magnitude. A utilizacdo do Xad-2, seguida de
extracdo por SPME, apesar de apresentar uma maior variabilidade, pode
alcangar os valores maximos da extracéo direta do caldo fermentativo. A
possibilidade de se utilizar uma metodologia que nédo interfira com o
processo fermentativo, para determinar valores maximos de etanol e do
2-metil-propanol é bastante promissora, evita possiveis contaminagdes
biologicas causadas por retirada de aliquotas, evita retiradas de
nutrientes e biomassa do meio de cultura e reduz o material bioldgico a
ser inertizado.

Para ilustrar com maior clareza as semelhangas entre caldo
fermentativo e gases da exaustdo (coleta por Xad-2) sdo mostrados na
figura 33 os gréaficos de barras para o0 composto 2-Metil-butanol, durante
todo o periodo da fermentacdo de dez dias. Os valores de massas (em
ug) foram obtidos através da conversdo utilizando a curva de calibra¢do
para o alcool, portanto, os valores sdo referentes as massas que se
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encontram no liquido fermentativo.

Figura 33: Graficos de barras para o composto 2-Metil-butanol, durante todo o
periodo da fermentagéao de dez dias.
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O biorreator utilizado nesse trabalho foi um fermentador
experimental, onde as vazfes sdo controladas manualmente, a utilizacdo
de um fermentador profissional, como o utilizado por Vendruscollo
(2009), poderia produzir resultados mais estaveis, devido ao controle de
vazdo automatizado que pode ser empregado. Outra possibilidade que
um fermentador profissional oferece é a de utilizacdo de oxigénio, em
vazOes mais baixas e mais regulares, o que poderia melhorar muito a
variabilidade dos resultados da coleta por Xad-2. O fato de ndo ser
possivel estudar as amostras de Xad-2 através de um modelo prejudicou
a precisdo das comparacdes entre as duas fermentagdes, mas os valores
de méximos para o0s dois casos sdo satisfatoriamente comparaveis para
uma verificacdo de desempenho de extracdo, sendo que a extracdo direta
do caldo fermentativo mostrou ser mais precisa, com maior
possibilidade frente & modelagem matematica e previsao de resultados.
No entanto, a possibilidade de aperfeicoamento e menor interferéncia no
processo fermentativo faz com que a utilizacdo do Xad-2 seja bastante
promissora. A possibilidade de utilizagdo de outros adsorventes,
combinados com Xad-2, também ¢é viavel, pois, os adsorventes sélidos
(Tenax, Carbotrap e etc) ndo necessitam de controle de pH em
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biorreatores, normalmente sdo seletivos e proporcionam uma 6tima
relacdo entre os sinais (dos VOC), que pode ser medida através da razdo
entre sinal e ruido, nos cromatogramas correspondentes.

Outro fator que merece destaque é o fato da resina Xad-2 ter
proporcionado valores comparativos para os alcoois etanol e 2-metil-
propanol, mostrando que a quantidade do Gltimo é superior a dos outros
dois alcoois superiores. Como foi citado por Garavaglia (2006), o 2-
metil-propanol pode estar presente em maiores quantidades quando os
processos aerobios estdo envolvidos; além disso, a formacéo de etanol
foi detectada logo nas primeiras 24 horas de fermentacdo, quando a
glicose ainda esta presente; isso foi possivel porque a sensibilidade da
extracdo com Xad-2 foi equivalente a extracdo por SPME do caldo
fermentativo, considerando os devidos tempos de extragdo. As duas
observagOes citadas acima, para o etanol e 2-metil-propanol, podem
corroborar com o que foi discutido e apresentado por Moritz (2005),
onde a presenca do etanol é explicada por um processo de fermentacédo
classica, que € independente do oxigénio ou um artificio do
metabolismo flngico, onde o etanol é formado para que o NADH, em
excesso possa gerar NAD e assim continuar com a via glicolitica, sendo
gue essas sdo as formas de obtencédo de energia por parte das células. Os
detalhes para a fermentacdo foram ilustrados na figura 4, entretanto, ndo
se pode descartar a influéncia do oxigénio, pois, segundo Hamdi et al.
(1996) a pressao parcial do oxigénio influencia o consumo de acUcar,
formagdo de etanol e produgdo de pigmento vermelho. Melhorias no
sistema de controle e aeracdo poderiam ser feitas ou a metodologia de
coleta por Xad-2 poderia ser adaptada aos fermentadores profissionais,
para que estas questdes envolvendo as vias metabolicas fossem
elucidadas por completo.



5 CONCLUSAO

De acordo com o presente estudo, foi possivel constatar que o
fungo do género Monascus, nesse caso a linhagem Monascus ruber
CCT 3802, produziu quantidades aceitiveis de pigmentos (comparaveis
com as referéncias estudadas), quando foi utilizado um biorreator
preparado especialmente para avaliagdo de compostos volateis
microbianos, no caldo fermentativo e nos gases de exaustdo do
biorreator. Foram encontrados valores significativos para a biomassa e
pigmento vermelho, mostrando que o desempenho da fermentacdo é
comparavel com o que ja foi descrito por outros autores para a mesma
espécie de fungo Monascus. O pigmento de cor laranja, predominante
no liquido fermentativo filtrado, pode ser separado dos dois outros
pigmentos (vermelho e amarelo) pela aplicagdo de um processo de
separacao simples. Através da separagdo por cromatografia preparativa
foi possivel estimar uma recuperacdo média para o pigmento laranja, e
foi observado que esse pigmento possui pouca influéncia sobre as
medidas de espectrofotometria realizadas para a verificagdo do
desempenho do biorreator, por medidas de absorbancia do pigmento
vermelho extracelular.

Por meio da utilizacdo de planejamentos experimentais e de
modelagem, foi possivel obter estudos detalhados dos compostos
volateis microbianos, oriundos do processo de producdo de pigmentos
pelo fungo Monascus ruber, utilizando uma fermentagdo em biorreator.
A utilizacdo de SPME em espago confinado foi eficaz diante do estudo
dos principais compostos volateis microbianos pertencentes a familia
dos alcoois superiores, que foram identificados como sendo o 2-metil-
propanol, 3-metil-butanol, 2-metil-butanol e 2-fenil-etanol. A avalia¢do
do etanol, por SPME, também se mostrou eficaz e robusta quando
avaliadas as amostras do caldo fermentativo, coletadas durante o periodo
da produgdo de pigmentos. A utilizacdo de SPME para identificacdo e
quantificacdo dos MVOC, e separacdo dos demais VOC, produzidos
durante o processo de producdo de pigmentos, superou as expectativas
guanto a regularidade do perfil e dos percentuais dos compostos,
principalmente aqueles que desenvolvem actmulos, como os alcoois
superiores, que sdo importantes em todos o0s processos fermentativos.

Resultados bastante positivos foram encontrados quando
analisadas as amostras dos gases de exaustao, coletadas por cartuchos de
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Xad-2. Embora ndo tenha sido possivel estudar os compostos coletados
através de um modelo, como foi realizado para as amostras do caldo
fermentativo, foi possivel obter os valores dos maximos experimentais
para os alcoois: etanol, 2-metil-propanol, 3-metil-butanol, 2-metil-
butanol. Em termos de massas (mg), os valores sdo muito semelhantes
aos encontrados para o caldo fermentativo, possibilitando assim,
calcular as quantidades dos quatro compostos por tempo de exposicéo
dos cartuchos aos gases de exaustdo, considerando periodos de vinte e
quatro horas. Os resultados demonstraram que a coleta por cartuchos de
Xad-2, seguida de extracdo por SPME, é seletiva para os quatro alcoois,
e produz uma série de cromatogramas (GC-MS) com baixo efeito de
matriz (menor quantidade de picos interferentes proximos aos analitos),
se comparada com a extracdo direta do caldo fermentativo. A
potencialidade dessa coleta, por Xad-2, dos gases de exaustdo de
fermentadores de bancada e profissionais, quanto ao estudo e controle
de processos biotecnolégicos, torna a metodologia bastante promissora.
Ndo sdo necessarios ajustes sofisticados para a implementacdo e
melhora dessa metodologia, apenas pequenas melhorias para estabilizar
as vazbes de escoamento dos gases, nada com custo muito elevado,
dependendo das quantidades de metabolitos a serem produzidos.
Conclui-se, portanto, que uma investigacdo mais elaborada sobre as
potencialidades da coleta de gases de exaustdo, por cartuchos de Xad-2
combinado com extracdo por SPME, poderia ser de grande valia para o
estudo do metabolismo de fungos produtores de insumos, iguarias ou
gualquer outro produto de interesse comercial.
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APENDICE A — Calculos e gréaficos para a biomassa do caldo
fermentativo referentes as fermentacGes 02 e 03; cddigos para o
software R.

HHH R R R
R R R R

#H Curva Loess
HiHHHHE

# Biomassa - Fermentacfes 02 e 03, célculos estatisticos e gréficos
HHHHHHE

HHH R R R R
HH R

dad<-read.table(file.choose(),header=T) # leitura dos dados da tabela 7
(16 amostras)
attach(dad)

cor.test(fe02,fe03) # teste de correlagdo de Pearson entre as 16 amostras
corrid<-c(seq(1:16),seq(1:16)) # numeracdo dos dados (amostras)

ari<-c(fe02,fe03) # coluna com os dados (amostras)
dadl<-cbind(corrid,ari) # tabela - nimeros e amostras (2 colunas)

loess <- loess(ari~corrid) # aplicacdo da regressdo (modelo padréo)
summary/(loess) # sumario da aplicacdo da regresséo

pred <- predict(loess) # valores preditos baseados no modelo padréao
(r_sq_loess <- cor(ari, pred)"2) # R quadrado da regressao

cor.test(ari, pred) # teste de correlagdo entre valores observados e
preditos

plot(loess$fitted, loess$residuals, main="LOESS", ylab="Residuos",
xlab="Valores preditos")
# gréfico de residuos vs. valores ajustados para 0 modelo padréo

ggnorm(loess$residuals,main="Gréfico de probabilidade
normal",ylab="Quantil amostral",
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xlab="quantil tedrico") # grafico de probabilidade normal para os
residuos
qgline(loess$residuals) # linha normal quantil-quantil

predict <- data.frame(corrid=c(7.6,8.5,9,9.5,10,10.5,11,11.5,12)) #
valores preditos préximos

# dos valores maximos

predict$loess <- predict(loess, predict) # valores ajustados para os dados
acima

predict # mostra os valores ajustados

max(predict) # valor maximo entre os ajustados

## Graficos de dispersao

par(mfrow=c(1,2)) # posigéo dos graficos de disperssdo
plot(fe02,main="Fermentacdo 02" ,ylab="Biomassa (mg)", xlab="Dias")
plot(fe03,main="Fermentacao 03", ylab="Biomassa (mg)",
xlab="Dias",pch=16)

# gréficos fermentacéo 02 e 03

## Imprime o grafico loess da figura 17

par(mfrow=c(1,1))

tiff("Plot_bio23.tiff", width = 6, height = 6, units = 'in’, res = 300)
par(mar=c(3,3,3,3)+3)

plot(fe02,ylim=c(0,18),ylab="Biomassa (mg)",xlab="Dias")
par(new=TRUE)

plot(fe03,ylim=c(0,18),axes=F, ann=F, pch=2)
lines(lowess(dad1,f=0.5),lwd=2,col="cyan3")
legend(12,5,legend=c("Ferm.02","Ferm.03"),pch=c(1,2),x.intersp=0.5,y.
intersp=0.9,pt.cex=1.5)

dev.off()
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APENDICE B - Caélculos e graficos para o 3-metil-butanol ;
exemplo para demostrar a andlise realizada com o planejamento
fracionario em GC-FID, dos alcoois ;codigos para o software R.

B R R
HEHHERHHER ST

#1# Fatorial fracionario
##

B R
HHEHHHHHT R

## EXPERIMENTO FATORIAI FRACIONARIO - FRACAO MEIA
## Composto: 3-metil-butanol

## Criando fatores do planejamento fracionario 22**
require(AlgDesign) # carregando pacote
dat<-gen.factorial(levels=2,nVars=3,varNames=c("A","B","C"))
dat$D<-dat$A*dat$B*dat$C # Adiciona o fator D

dat # tabela das variaveis codificadas

dad2<-rbind(dat,dat) # duplicando os fatores (replica)

## Dados correspondentes aos niveis
y<-scan(n=16) # entrada dos dados da tabela (entra com Respostas)

dados<-data.frame(dad2,y) # inserindo respostas
dados # tabela completa
attach(dados) # ativando o nome das variaves

mod1<-Im(y~A*B*C*D,data=dados) # primeiro modelo
mod1<-Im(y~(.)"2, data=dados) # s6 os valores estimaveis
summary(mod1) # resumo do modelo 1

tt<-c(seq(1:8),seq(1:8)) # numeracdo das corridas
tt<-factor(tt) # declaracéo da variavel

## Andlise de residuos
resmod1<-residuals(mod1) # Residuos do modelo 1
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## Teste de Kolmogorov-Smirnov (normalidade dos residuos)
ks.test(resmod1, "pnorm", mean=0, sd = sd(resmod1)) # normalidade

# se p-valor > 0,05 - ndo se rejeita a hipétese de normalidade

## Teste de Bartlett (Homocedasticidade dos residuos)
bartlett.test(resmod1,tt) # Homocedasticidade

# se p-valor > 0,05 residuos tém variancias homogéneas

## Gréficos dos residuos
par(mfrow=c(1,2)) # duas janelas
resord<-sort(resmodl)
nr<-length(y)
quantis<-gnorm((1:nr-0.5)/nr)

## Gréafico de probabilidade normal - (normalidade)
plot(resord,quantis,main="Grafico de probabilidade normal"
xlab="Residuos", ylab="Quantis tedricos",pch=2)
abline(0,1,col="cyan3")

## Grafico dos valores preditos vs. residuos (homocedasticidade)
vpred<-predict(modl)

plot(vpred,resmodl,main="Grafico dos valores preditos x residuos ",
xlab="Valores preditos",

ylab="Residuos",pch=2)

abline(h=0,Ity=2,col="cyan3")



151

APENDICE C (continuagio de B) — Célculos e gréaficos para o 3-
metil-butanol ; exemplo para demostrar a andlise realizada com o
planejamento fracionario em GC-FID, dos alcoois; codigos para o
software R.

## Analise de variancias para modelo 1
anova(mod1)
contrastes<-coef(mod1)[2:8]*2 # valores dos contrastes

## Grafico de barras dos contrastes (valor absoluto)

par(mfrow=c(1,1)) # uma janela
barplot(sqrt(contrastes™2),ylab="Valores  absolutos dos efeitos",
main="Gréfico de barras dos efeitos",col="snow2")
abline(h=max(contrastes)*0.10,Ity=2,col="brown");
text(0.8,max(contrastes)*0.10+0.2, "10% MAX", col = "brown")

# linha correspondente a 10% do valor do maior contraste

ef<-sort(contrastes) # ordena os efeitos
ml<-data.frame(ef) # ordem dos pontos (arranjo)

## Grafico de probabilidade normal dos efeitos
par(mfrow=c(1,2))
ggnorm(contrastes,pch=2,datax = T,

main="Grafico de probabilidade normal”, xlab="Quantil amostral",
ylab="Quantil Tedrico")
gqgline(contrastes,col="cyan3",datax = T)
library(FrF2) # grafico de Daniel (para efeitos)
DP<-DanielPlot(mod1,pch=2,col="blue"  autolab=F,main="Gréfico  de
Daniel™)

## Grafico de Daniel half-normal

par(mfrow=c(1,1)) # uma janela

DanielPlot(mod1,pch=2,col="blue" half=T,autolab=F,main="Daniel -
Half normal™)

abline(0,0.5,col="cyan3") # linha da distibuicdo

## Funcdo para plotagem (gréaficos de efeito principal)
ploteff<-function(f)
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{
F<-factor(f)

reg<-lm(y~f)

plot(y~f, xlab="Niveis do fator", ylab="Respostas", pch=2)

abline(reg, col="cyan3", lwd=2)

}

## Imprime os graficos de efeito principal

tiff("Plot_efeito_princC8.tiff", width = 6, height = 6, units = 'in’, res =

300)

par(mfrow=c(2,2)) # em pares
ploteff(A)

title(main="pH")

ploteff(B)
title(main="Dilui¢&o")
ploteff(C)

title(main="Tempo de extracdo")
ploteff(D)
title(main="Temperatura de extragdo™)
dev.off()

## Graficos de interacdo
par(mfrow=c(1,1))

interaction.plot(A, B, y,legend=T, ylab="
respostas”,pch=2,col="cyan3")

# OBS: apenas as intera¢des ndo nulas p-valor < 0,1

Médias

das
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APENDICE D (continuagio de B) — Célculos e gréaficos para o 3-
metil-butanol ; exemplo para demostrar a andlise realizada com o
planejamento fracionario em GC-FID, dos alcoois; codigos para o
software R.

## Diagrama com as médias por combinacfes dos niveis (dois fatores)
digquad<-function(x,z,y,n1,n2){

# x e z sdo os fatores

# y sdo as respostas

# nl nome do fator x (entre "...")
# n2 nome do fator z (entre "...")

yml<-mean(y[x==-1 & z==-1]);yml<-round(ym1,digits=1)
ym2<-mean(y[x==1 & z==-1]);ym2<-round(ym2,digits=1)
ym3<-mean(y[x==-1 & z==1]);ym3<-round(ym3,digits=1)
yma<-mean(y[x==1 & z==1]);ym4<-round(ym4,digits=1)
yms<-c(ym1,ym2,ym3,ym4) # médias por combinacdes dos niveis

nx<-nl

ny<-n2

plot(c(1, 4), c(1, 4), type="n",axes=F, xlab ="" , ylab ="",
main="Diagrama com as médias por combinacdes dos niveis")

rect(2,2,3, 3, col="lightgray", border="blue")

text(1.95,1.95,labels =ym1)

text(3.05,1.95,labels =ym?2)

text(1.95,3.05,labels =ym3)

text(3.05,3.05,labels =ym4)

text(1.40,2.5,labels=ny,cex=1.5)

text(2.5,1.30,labels=nx,cex=1.5)

arrows(1.5,1.5,1.5,3.50);arrows(1.5,1.5,3.50,1.5)

points(1.5,2.0,pch=20);text(1.45,2.0, labels="-1")

points(1.5,3.0,pch=20);text(1.45,3.0, labels="1")

points(2.0,1.5,pch=20);text(2.0,1.40, labels="-1")

points(3.0,1.5,pch=20);text(3.0,1.40, labels="1")
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digquad(A,B,y,"A","B") # aplicacdo da funcdo (plota grafico)

## Modelo 2 — fatores significativos

mod2<-Im(y~A+B+C+D+A*B) # modelo com os fatores significativos
summary(mod?2) # sumario do modelo 2

## Analise de variancias para modelo 2
anova(mod2) # ANOVA

## Teste de falta de ajuste para 0 modelo 2
library(alr3) # carregando pacote
pureErrorAnova(mod2) # falta de ajuste (modelo 2)
resmod2<-residuals(mod?2) # residuos do modelo

par(mfrow=c(1,2)) # duas janelas
plot(mod2, which=c(1,2)) # graficos para analise de residuos (idem ao
modelo 1)
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APENDICE E (continuacio de B) — Calculos e gréaficos para o 3-
metil-butanol ; exemplo para demostrar a andlise realizada com o
planejamento fracionario em GC-FID, dos alcoois; codigos para o
software R.

## Andlise de residuos
resmod2<-residuals(mod2) # residuos do modelo 2

## Teste de Kolmogorov-Smirnov (normalidade dos residuos)
ks.test(resmod2, "pnorm”, mean=0, sd = sd(resmod2)) # normalidade
## Teste de Bartlett (homocedasticidade dos residuos)
bartlett.test(resmod2,tt) # homocedasticidade

# se p-valor > 0,05 residuos tem distribuicdo normal e variancias
homogéneas

## Gréafico de probabilidade normal - (normalidade)

par(mfrow=c(1,2))

resord2<-sort(resmod2)

nr<-length(y)

quantis<-gnorm((1:nr-0.5)/nr)

plot(resord2,quantis,main="Gréfico de probabilidade normal" ,
xlab="Residuos", ylab="Quantis tedricos",pch=2)

abline(0,1,col="cyan3")

# Grafico dos valores preditos vs. residuos (homocedasticidade)

vpred2<-predict(mod?2)

plot(vpred2,resmod2,main="Grafico dos valores preditos x residuos ",
xlab="Valores preditos",ylab="Residuos",pch=2)

abline(h=0,Ity=2,col="cyan3")

## Imprime o grafico - Valores absolutos dos efeitos
tiff("Plot_efeitoC8.tiff", width = 5, height = 4, units = 'in’, res = 300)
par(mfrow=c(1,1))

## Grafico de barras dos contrastes (valor absoluto)
barplot(sgrt(contrastes”2),ylab="Valores  absolutos dos efeitos",
xlab="Efeitos",col="snow2")
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abline(h=max(contrastes)*0.10,Ity=2,col="brown");
text(0.8,max(contrastes)*0.10+0.2, "10% MAX", col = "brown")
# linha correspondente a 10% do valor do maior contraste
dev.off()
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APENDICE F - Teste de recuperacio para as amostras do caldo
fermentativo

Tabela 16: Teste de recuperacdo para as amostras do caldo fermentativo; valores
de concentracdes avaliadas, médias obtidas (%) e coeficientes de variagdo
(C.V.) para os padrGes de etanol, 2-metil-propanol, 3-metil-butanol, 2-metil-
butanol e 2-fenil-etanol.

Compostos Concentracdo Média (%) C.V.
(ng L)

Etanol 5 95,3 7,4
8 90,3 14,3

20 88,6 17,6

2-Metil-propanol 2 100,1 9,8
3 77,0 11,7

5 92,7 14,7

3-Metil-butanol 2 94,3 15,4
3 76,0 13,9

5 96,7 8,9

2-Metil-butanol 1 84,7 9,6
2 73,3 13,7

5 78,6 8,5

2-fenil-etanol 1 104,6 47
2 82,7 11,7

5 91,0 12,2

Média das médias 88,4 11,6
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APENDICE G - Teste de recuperacdo para as amostras de extracéo
dos gases de exaustéo (por Xad-2)

Tabela 17: Teste de recuperagdo para as amostras da extracdo dos gases de
exaustdo (por Xad-2); valores de concentra¢Ges avaliadas, médias obtidas (%) e
coeficientes de variagdo (C.V.) para os padrdes de etanol, 2-metil-propanol, 3-
metil-butanol e 2-metil-butanol.

Compostos Concengil)gﬁo (ug Média (%) C.W
Etanol 5 68,0 18,8
8 71,3 8,0

20 75,0 31,4

2-Metil-propanol 8 68,6 21,8
13 69,3 18,3

15 83,5 12,7

3-Metil-butanol 8 85,3 28,2
13 56,4 6,7

15 67,4 27,0

2-Metil-butanol 5 63,1 17,8
6 76,2 8,0

8 66,0 19,5

Média das médias 70,8 18,2
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APENDICE H - Testes estatisticos e graficos usados na avaliagéo
dos residuos do modelo para o 2-metil-propanol;
homocedasticidade, correlagéo e normalidade.

Tabela 18: Testes estatisticos para os residuos do modelo do composto 2-metil-
propanol; homocedasticidade e normalidade.

Testes estatisticos Valor de Interpretacéo
P(calc)
Breusch — Pagan (ncv) 0,132 (Pcaic) >0,05) Variancias sao
constantes
Shapiro - Wilk 0,914 (p(carcy >0,05) Aceita a
normalidade
Anderson - Darling 0,891 (Pcaic) >0,05) Aceita a
normalidade
Kolmogorov - Smirnov 0,952 (p(carcy >0,05) Aceita a
normalidade

Figura 34: Gréficos para avaliar os residuos do modelo do composto 2-metil-
propanol; a) gréafico de probabilidade normal dos residuos; b) gréfico de auto-
correlagdo cruzada.
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Interpretacdo dos graficos:

a) pontos proximos da reta normal indicam que ndo ocorre fuga da
assimetria ou da distribuicdo (curtose). Portanto, os residuos do modelo
tem distribui¢do normal.

b) as barras (lag) ndo ultrapassam as linhas pontilhadas, isso indica que
ndo ocorre correlagdo entre os valores dos residuos (lag = 0 € a
referéncia para correlagdo =1).
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