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RESUMO

O presente trabalho tem como objetivo estudar a influéncia da fonte de nitrogénio, pH
e transferéncia de oxigénio no crescimento da bactéria Bacillus polymyxa, consumo de
substrato e formacdo dos aromas acetoina e 2,3-butanodiol. Estas substéncias séo
responsaveis pelo aroma de produtos lacticos, aém de atuarem como potencializadores de
outros aromas. Os cultivos foram realizados em trés etapas diferentes, utilizando o meio de
cultura Phosphate Ammonium Yeast (PAY) e glicose como fonte de carbono. Na primeira
etapa, desenvolvida em frascos aetados, utilizou-se trés diferentes fontes de nitrogénio,
extrato de levedura, sulfato de amonio e uréia, sendo que a propor¢cao deste componente no
meio de cultura foi a mesma para os todos 0s ensaios reaizados. Na segunda etapa, também
em frascos aletados, o0 volume do meio de cultura (400, 500 e 600 mL) e o pH (4,5, 5,5 € 6,5)
foram modificados, realizando o controle deste ultimo parémetro durante todo o cultivo, ou
somente gjustando-o no inicio do processo. E aterceira etapa foi executada em biorreator de
4L, visando uma ampliacdo de escala. A concentracdo celular foi determinada associando dois
métodos diferentes, a turbidimetria e a gravimetria. A glicose foi quantificada utilizando o kit
glicose-PP (Gold Analisa) e a concentracdo dos aromas foi determinada através da
cromatografia gasosa. Os resultados obtidos nos ensaios realizados em frascos agitados
mostraram que o extrato de levedura é a melhor fonte de nitrogénio, obtendo-se 9,8 g/L de
concentragdo celular, 24,2 g/L de 2,3-butanodiol e 15,0 g/L de acetoina, adém de
concentragdes residuais de glicose muito proximas de zero. Este ensaio também apresentou os
melhores resultados na segunda etapa de experimentos, onde se estudou a influéncia do pH e
da transferéncia de oxigénio, sendo este Ultimo avaliado através da modificagdo do volume do
meio de cultura. As condicdes de cultivo utilizadas neste ensaio foram pH inicial de 6,5 e
volume de meio de cultura de 400 mL. Com o controle do pH, resultados semelhantes de
biomassa e produtos foram obtidos, 9,8 g/L de células, 19,9 g/L de 2,3-butanodiol e 13,7 g/L
de acetoina, mostrando que o controle deste parametro ndo afeta significativamente a
formac&o dos aromas. No entanto, maiores velocidades de crescimento foram obtidas com o
controle dos diferentes pHs estudados, aém de favorecer o consumo da glicose. O ensaio
realizado em biorreator mostrou que a aeragdo continua prejudica a formacdo dos produtos,
atingindo concentragdes de 3,5 g/L de 2,3-butanodiol e 4,3 g/L de acetoina. Elevada producéo

de células foi alcancada, 7,6 g/L, indicando que o oxigénio favorece o crescimento do



microrganismo no inicio do cultivo. A partir de um determinado periodo do processo, este
componente ndo deve ser desgjado, pois a formagdo dos produtos ocorre por processo

fermentativo, e a presenca deste af eta consideravel mente a concentracéo final dos aromas.



ABSTRACT

Thiswork aims to study the influence of the source of nitrogen, pH and the transfer of
oxygen on the growth of the bacterium Bacillus polymyxa, consumption of substrate and
production of the aromas acetoin and 2,3-butanediol. These substances are responsible for the
aroma of lactic products, and serve as power of other flavorings. The fermentations have been
conducted in three different stages, using the means of culture Y east Ammonium Phosphate
(PAY), and glucose as a source of carbon. In the first step, developed in erlenmeyers flasks
with baffles is used for yeast extract, ammonium sulphate and urea as a source of nitrogen,
and the proportion of this component in the means of culture was the same for al tests. In the
second stage, also in erlenmeyers flasks with baffles, the volume of the means of culture (400,
500 and 600 mL) and pH (4.5, 5.5 and 6.5) were modified, making the control of the latter
parameter throughout the fermentation, or only adjusted at the beginning of the process. And
the third stage was performed at bioreactor of 4L, seeking an ampliation of scale. The cellular
concentration was determined linking two different methods, turbidimetry and gravimetry.
The glucose was measured using the kit glucose-PP (Gold Anadisa) and the aromas
concentrations were determined by gas chromatography. The results achieved in the flasks
with baffles showed that the yeast extract is the best source of nitrogen, attaining 9.8 g/L of
cellular concentration, 24.2 g/L of 2,3-butanediol and 15.0 g/L of acetoin, besides residua
concentrations of glucose very close to zero. This test also showed the best results in the
second stage of experiments, where were the influence of pH and the transfer of oxygen
studied, the latter being evaluated by the volume change of the means of culture. The
conditions of cultivation used were initial pH of 6.5 and volume of means of cultivation of
400 mL. With the control of pH, similar results were obtained, 9.8 g/L of cells, 19.9 g/L of
2,3-butanediol and 13.7 g/L of acetoin, showing that the control of this parameter does not
affect significantly the formation of the products. However, higher rates were obtained with
the control of different pHs studied, and encourage the consumption of glucose. The test
performed in bioreactor showed that the continuous aeration affects the formation of the
products, reaching concentrations of 3.5 g/L of 2,3-butanediol and 4.3 g/L of acetoin. High
production of cells was achieved, 7.6 g/L, indicating that the oxygen promotes the growth of

microorganism early in the cultivation. From a certain period of the process, this component



should not be desired, since the formation of the products occurs by process fermentative, and

the presence of this affects considerably the final concentration of aromas.
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1 INTRODUCAO

As caracteristicas nutricionais dos alimentos, bem como a sua importancia, sdo
conhecidas por todos. No entanto, seu consumo ocorre principalmente devido ao cheiro e ao
sabor, que tornam os aimentos atrativos aos consumidores. Por isso, as industrias
acrescentam aos alimentos aditivos, chamados de aromas, para intensificar ou mascarar os

sabores e 0s cheiros dos seus produtos, de forma a aumentar o interesse dos consumidores.

Os aromas podem ser produzidos por vias sintéticas ou biotecnoldgicas, sendo este
tltimo muito estudado nos dias atuais, devido as diversas vantagens que este processo
apresenta. Dentre elas pode-se destacar a estereoseletividade, garantida pela ata
especificidade dos biocatalisadores, e as influéncias externas que podem ser negligenciadas,
como os fatores climaticos e problemas ambientais. Além disso, aromas produzidos por vias
biotecnolégicas sdo considerados mais saudaveis pelos consumidores do que agueles
produzidos por vias sintéticas, por ser um processo natura. Portanto, os aromas sintéticos
derivados da petroguimica ou por outras fontes quimicas, vém sendo substituidos

gradativamente pel os de origem enzimatica ou microbiana.

Diversos grupos de pesquisas vém estudando a producao de varios compostos naturais,
gue apresentam interesse comercial, por processos biotecnoldgicos. A acetoina e o 2,3-
butanodiol sdo exemplos destes compostos. Estes dois aromas sdo potencializadores de alguns
produtos |&cticos, destacando-se 0 queijo e a manteiga, além de serem produtos comuns das

fermentagdes al codlicas, componentes importantes nos vinhos.

Na Universidade Federa de Santa Catarina, especificamente no Departamento de
Engenharia Quimica e de Alimentos, o Laboratério de Engenharia Bioquimica possui uma
linha de pesquisa relacionada com a producéo de aromas que teve inicio com os estudos
desenvolvidos por MORITZ (1998), onde a producdo de acetoina foi investigada utilizando
trés leveduras, Hanseniaspora guilliermondii, Kloeckera apiculata e Hansenula andmala; e
também por CARVALHO (1999), que estudou a producdo de acetoina pela bactéria
Lactobacillus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis. Posteriormente, foram desenvolvidos
novos estudos por TEIXEIRA (1999), MELLO (2001) e TEIXEIRA et a. (2002) ainda
referentes a producdo por Hanseniaspora guilliermondii. LUERCE (2002) e COSTELLI
(2005) realizaram o estudo sobre a producao de acetoina pela bactéria Bacillus polymyxa.



Seguindo a linha de pesguisa presente na Universidade, este trabalho foi desenvolvido
com o objetivo de determinar algumas condi¢des 6timas para a producdo dos aromas acetoina
e 2,3-butanodiol, utilizando a bactéria Bacillus polymyxa, visto que em trabalhos anteriores os
autores enfatizaram somente a producdo da acetoina. Mesmo estudando a concentragdo do
substrato e o pH do meio de cultura, os trabalhos anteriores carecem de informacfes que
relacionam estes par@metros com a aeracdo, que influéncia diretamente a formacdo dos
produtos de interesse. O substrato normalmente estudado refere-se somente a fonte de
carbono, principal componente do meio de cultura para o desenvolvimento do microrganismo.
No entanto, a mudanca de outros componentes, como a fonte de nitrogénio, também se torna
importante, pois afeta 0 crescimento microbiano e, consequentemente a formagdo dos
produtos. Outros trabalhos presentes na literatura enfocam a formacdo de acetoina e 2,3-
butanodiol, utilizando vérios microrganismos e obtendo-se condi¢des étimas de cultivo muito
diferentes. Além disso, a literatura carece de resultados experimentais utilizando a bactéria

Bacillus polymyxa, bom produtor destes dois aromas.

Portanto, este trabalho tem como objetivo estudar a influéncia da fonte de nitrogénio,
pH e transferéncia de oxigénio no crescimento do microrganismo Bacillus polymyxa,
consumo de glicose e producdo dos aromas de interesse, acetoina e 2,3-butanodiol. Para tanto,
0s ensaios foram realizados em trés etapas diferentes. Na primeira etapa estudou-se a
influéncia da fonte de nitrogénio e na segunda avaliou-se ainfluénciado pH e datransferéncia
de oxigénio. Nestas duas etapas utilizaram-se frascos de Erlenmeyers agitados para a
realizagdo dos ensaios. A terceira etapa foi conduzida em um biorreator, com a finalidade de

ampliar a escala do processo e, conseqiientemente, aumentar a formac&o dos produtos.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aromas

2.1.1 Definicado

Os aromas sdo aditivos indispensaveis nas industrias de alimentos, bebidas e
cosméticos. No caso dos aimentos, embora estes apresentem Otimas caracteristicas
nutricionais, eles sdo consumidos devido as suas caracteristicas organol épticas. aroma, sabor e
textura. Durante o processamento ou armazenamento de alguns alimentos, principal mente os
enlatados e congelados, pode ocorrer a alteracdo de algumas caracteristicas organol épticas,
sendo necessaria a adicdo de substancias quimicas para tornar o produto mais atrativo ao
consumidor. Segundo Simdo (1986), citado por TEIXEIRA (1999), flavorizantes ou
aromatizantes sdo0 substéncias quimicas ou misturas acrescentadas a um aimento ou

medicamento para suplementar ou modificar o “flavor” proprio ou mascarar o original.

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Resolucéo n° 104, de 14
de maio de 1999), os aromas s&0 substancias ou misturas de substéncias com propriedades
odoriferas e/ou sapidas, capazes de conferir ou intensificar 0 aroma e/ou sabor dos alimentos.
Excluem-se desta definicéo:

e substancias que conferem exclusivamente sabor doce, salgado ou acido;

e substancias e produtos alimenticios com propriedades odoriferas e ou sdpidas consumidas

sem transformag&o, com ou sem reconstitui¢ao;

e matérias de origem vegeta ou anima que possuam propriedades aromatizantes

intrinsecas, quando ndo sgjam utilizadas exclusivamente como fonte de aromas.

A definicdo de aroma e fragréncia sdo diferentes, embora sejam compostos orgéanicos
de odores geramente agradaveis. A diferenca entre eles € conceitual, e refere-se a aplicacéo:
aromas sd0 de uma forma gera usados em alimentos e bebidas, enquanto fragrancias séo
usadas em perfumes e cosméticos (CARVALHO, 1999).



2.1.2 Consideracdesgerais

Os alimentos sdo consumidos principalmente pela sua aparéncia e textura, sendo que
0S aromas apresentam também uma importancia especial. Temperos sdo adicionados aos
alimentos ndo por seu valor nutricional, mas por seu gosto e aroma (BAUER et a., 1997). A
sensacdo de odor é causada por muitas moléculas pequenas complexas e hidrofébicas de
muitas classes quimicas, que ocorrem em tragos de concentracOes e sd0 detectadas pelas
células do epitédio olfativo no interior da cavidade nasal. Os mensageiros quimicos ndo
volateis do sentido do sabor interagem com receptores localizados na lingua e conferem
quatro sensacdes béasicas. doce, azedo, salgado e amargo. Também percebidos dentro da
cavidade oral, mas transmitidos ao cérebro por neurdnios ndo especificos, estéo as impressdes
guente, frio e pungéncia (BERGER, 1995).

A primeira identificagdo de compostos volateis nos alimentos compreendia umas
poucas centenas de congtituintes. Mas, com o advento da andlise instrumental moderna,
particularmente a cromatografia gasosa associada a espectrometria de massa, 0 humero de
compostos identificados explodiu, e a listagem corrente contém mais de 6.200 registros de
aproximadamente 400 diferentes fontes alimentares. A sensibilidade da espectroscopia
cléssica (ressonancia magnética nuclear de alta resolucéo) contribuiu para a caracterizacéo
estrutural de componentes dos aromas. Apesar destas realizagOes, a descoberta de novos
aromas esta se tornando cada vez mais dificil. Extrapolando o nimero de precursores de
aromas, desde resultados industriais confidenciais, até pesquisas recentemente publicadas, foi
estimado que até 10.000 voléteis podem estar presentes nos alimentos. Encontrou-se uma
maior complexidade de compostos em produtos que, depois de uma liberagcdo fermentativa de
precursores de aromas, receberam tratamentos térmicos ou outros tecnoldgicos adicionais:
mais de 500 voléteis foram relatados no café, vinho, cerveja, rum, cha preto e cacau
(BERGER, 1995).

Essa grande variedade de aromas, bem como a sua complexidade, pode ser explicada
através de suas estruturas. Uma pequena mudanca na estrutura quimica destes compostos,
geramente resulta em uma grande alteracdo nas propriedades organolépticas, em termos de
intensidade, qualidade e limiar de deteccdo. Moléculas com a mesma funcionalidade quimica
basica, como adeidos e cetonas, podem apresentar, freglentemente, caracteristicas
organol épticas diferentes (CHEETHAM, 1993).



Devido aos receptores olfativos especificos, as moléculas de aromas podem ser
percebidas em concentragdes extremamente baixas, e diferencas significantes de limiar de
deteccdo (“Threshold”) sdo observadas. Os valores de concentracdo de “Threshold” podem
variar de um fator de 10° a 10’, dependendo da molécula. Portanto, os aromas sdo utilizados
em concentractes totalmente diferentes, o que resulta na necessidade de producéo em escalas
variando de poucos quilogramas a varias toneladas por ano. Outra caracteristica importante
das moléculas utilizadas como aromas € 0 seu tamanho, geralmente muito pequenas, com
massa molecular em torno de 200. Massas moleculares maiores de 300 sdo excegdes (BAUER
etal., 1997).

Nos aimentos, agumas ateragdes do aroma podem ser necess&rias, visando o
melhoramento de suas caracteristicas, tornando o produto mais atrativo ao consumidor.
Existem quatro formas bésicas de aterar as caracteristicas organolépticas de um alimento:
permitindo que microrganismos, adicionados ou ja presentes, atuem sobre o alimento;
adicionando substéncias que modifiquem suas propriedades como, por exemplo, as lipases;
processando o0 alimento de determinada forma, como as frituras, e pela adicdo direta de
substéncias que causem as caracteristicas desejadas, agua ou leite aromatizado (CARVALHO,
1999).

2.1.3 Classificagdo

Conforme a Agéncia Naciona de Vigilancia Sanitéria (Resolucdo n° 104, de 14 de

maio de 1999), os aromas sdo classificados como naturais e sintéticos.
2.1.3.1 Aromanatural

S80 obtidos exclusivamente por métodos fisicos, microbiolégicos ou enziméticos, a
partir de matérias-primas aromatizantes naturais. Entende-se por aromatizantes naturais, 0s
produtos de origem animal ou vegetal, aceitdveis para consumo humano, que contenham
substéncias odoriferas e/ou sapidas, sgja em seu estado natural ou apds um tratamento
adequado, como: torrefagdo, coccdo, fermentacdo, enriquecimento, tratamento enzimético ou

outros.



2.1.3.2 Aromassintéticos

S8o0 os compostos quimicamente definidos obtidos por processos quimicos. Os

aromatizantes sintéticos compreendem:

e aromatizantes idénticos ao natural: sdo substancias quimicamente definidas obtidas por
sintese e aguelas isoladas por processos quimicos a partir de matérias-primas de origem
animal, vegetal ou microbiana que apresentam uma estrutura quimica idéntica as

substancias presentes nas referidas matérias-primas naturais, processadas ou néo.

e aromatizantes artificiais: sGo compostos quimicos obtidos por sintese, que ainda ndo
tenham sido identificados em produtos de origem animal, vegetal ou microbiana,
utilizados por suas propriedades arométicas, em seu estado primério ou preparados para o

consumo humano.

2.1.4 Producdo biotecnoldgica

Durante a Segunda Guerra Mundial, pesguisas intensas foram efetuadas visando o
desenvolvimento da producdo fermentativa do 2,3-butanodiol, o qual pretendia-se utilizar na
manufatura da borracha e certos solventes. Porém, com o rapido desenvolvimento daindistria
petroguimica por volta de 1950, substituiu-se completamente as tecnologias fermentativas.
Atualmente, o uso de biomassa de plantas renovaveis para a fabricacdo de produtos quimicos
tem sido objeto de crescentes interesses em muitos paises. Este fato € ocasionado pelo
renascimento do interesse em processos fermentativos que possuem aplicages industriais
(SEREBRENNIKQV, 1995).

Uma vasta gama de compostos organicos naturais de origem vegetal, produtos do
metabolismo primario e secundario, é biologicamente ativa, e apresenta diversas finalidades,
tanto na terapéutica médica, para prevenir ou curar doencas, como na industria de cosméticos

e de alimentos, como aromatizantes ou antioxidantes (PLETSCH, 1998).

A industria original de aromas e fragrancias foi influenciada por quatro &reas
tecnoldgicas: primeira, a extragdo de aromas e 6leos essenciais de plantas e, em menor escala,
de fontes animais. Segundo, a quimica, que tem representado um papel importante na
identificagcdo de algumas moléculas de propriedades sensoriais, e também no desenvol vimento

de processos eficientes, baseados na sintese organica utilizando derivados petroquimicos



como matéria-prima. Terceiro, aimentos fermentados tradicionais, como cerveja, vinho,
vinagre, pao, queijo e iogurte, que incentivaram pesguisas biotecnolégicas e agora séo
beneficiadas pelos avancos na engenharia de bioprocessos. E finamente, o progresso que
propiciou um aumento no conhecimento cientifico das reagbes que ocorrem durante o
cozimento e o processamento dos alimentos (CHEETHAM, 1993; TEIXEIRA, 1999).

Outra forte influéncia esta relacionada com as exigéncias dos consumidores, que
ampliaram seus conhecimentos sobre as caracteristicas nutricionais dos produtos, bem como
dos aditivos acrescentados aos mesmos. Por isso, a busca dos consumidores por produtos
naturais vem crescendo, pois estes sdo considerados mais saudaveis do que os de origem
sintética. Portanto, os processos biotecnolégicos merecem um importante destague na
producdo de diversos compostos, Visto que, por serem processos biolégicos e,

consequientemente naturais, sdo preferidos pelos consumidores.

A biotecnologia oferece trés estratégias para a produgdo de compostos. 0S processos
fermentativos, no qual o crescimento da biomassa e a biossintese do produto ocorrem em
biorreatores; a micropropagacao, através da qual clones selecionados pelas suas caracteristicas
fenatipicas e livres de patégenos sdo propagados em condicOes assépticas e rigorosamente
controlados; e a engenharia genética, que objetiva a alteracdo do genoma das células através
da introducdo de novos genes e a consequiente obtencdo de células, Orgdos e plantas

transgénicas com caracteristicas bioguimicas alteradas (PLETSCH, 1998).

A producéo de aromas através dos processos biotecnol6gicos pode ser efetuada por
duas vias: bioproducéo e bioconversdo. A bioproducdo € a mais utilizada, e conforme descrito
em Fabre (1996), citado por MORITZ (1998), ocorre por vias fermentativas, onde a cultura
microbiana pode ser melhorada pela otimizacéo das condigdes de cultivo. A bioconversdo
envolve reagcdes multiplas, onde a partir de sistemas enzimaticos € possivel ampliar, degradar
ou modificar o substrato, deste modo acrescentando ou substituindo a sintese quimica
(BERGER, 1995).

A bioprodugdo apresenta algumas vantagens frente aos produtos formados por vias
sintéticas. Segundo CHEETHAM (1993), 0s processos quimicos atuais carecem de
estereoseletividade, as vezes essenciais para a geracdo de compostos com caracteristicas
adequadas, enquanto 0s processos enziméticos sdo bastante especificos. As qualidades

aromaticas de produtos sintéticos nem sempre se igualam as de produtos naturais. Como



alguns aromas sdo compostos de uma série de substancias complexas em dosagens
determinadas, as vezes, a Unica forma de produzir um aroma “convincente” é usando fontes
naturais ou microrganismos (CARVALHO, 1999).

Outra vantagem esta no prego, aromas sintéticos mais complexos, como a vanilina, sdo
geralmente mais caros que os produtos de fermentacdo (COSTELLI, 2005). Para alguns
casos, como alcoois e cetonas, as sinteses a partir de hidrocarbonetos séo relativamente féceis,
ndo justificando a sua producdo por processos fermentativos (BERGER, 1995; COSTELLI,
2005). No entanto, deve-se lembrar que as matérias-primas derivadas do petroleo sdo
limitadas, e no futuro, ndo ser4 mais possivel utilizdlas para a producdo de diversos

compostos.

Além disso, processos fermentativos afetam menos o meio ambiente. Esta
caracteristica é de extrema importancia nos dias atuais, devido as maiores preocupagdes, a

nivel mundial, com a preservacéo do meio ambiente.

2.1.5 Microrganismos produtores de aromas

A tecnologia para a producdo de aromas é baseada principalmente em materiais de
plantas naturais, onde as flutuacGes sazonais séo uma desvantagem. Por outro lado, produtos
aromaticos sintéticos geralmente carecem de estereoseletividade. Por estas razbes, 0s

microrgani smos sao fontes potenciais de esséncias naturais (PASTORE et al., 1994).

Os microrganismos sao importantes nos alimentos, produzindo aromas desgjaveis ou
indesg&veis em determinados casos, além de formarem certos alimentos que ndo poderiam
ser produzidos sem a assisténcia deles. O gosto e 0 aroma, desgjavels ou ndo, sdo produzidos
pel os subprodutos do metabolismo do microrganismo: acido lactico, acetaldeido, dcool, &cido
acético, dioxido de carbono, diacetil, entre outros (COLLINS, 1972).

Diversos microrganismos sdo capazes de produzir aromas. Dentre eles, as bactérias e
leveduras merecem especia destaque, conforme descrito por Fabre (1995), citado por
TEIXEIRA (1999), pois apresentam vantagens consideraveis em relacdo aos fungos
filamentosos, devido a sua fé&cil tecnologia, conhecimento biolégico e as diversas

modificagdes genéticas realizadas nestes microrganismos.



Na Tabela 2.1 estéo listados alguns microrganismos, bactérias e leveduras, utilizados

paraa producdo de aromas.

Tabela 2.1. Microrganismos produtores dos aromas de interesse: acetoina e 2,3-

butanodiol.
" L. Referéncias
Género Espécie Produtos bibliograficas
) K. pneumoniae 2,3-butanodiol YU & SADDLER,
Klebsiella 1982

K. oxytoca acetoing, 2,3-butanodiol  JANSEN et al., 1984

L. lactis sp. lactis ) . KANEKO et al., 1990
acetoina, diacetil, lactato, BOUMERDASS|

; : acetato et

Lactococcus L. lactis ssp. lactis al., 1997

L. diacetylactis

ac. o-acetolactato,
acetoina, diacetil

MONNET et al., 1994

Hanseniaspora

H. guilliermondii

etanol e acetoina

ROMANO et a., 1993

Kloeckera K. apiculata
. acetoina, acetaldeido,
Sreptococcus S. thermophilus acetona, diacetil, etanol BERGER, 1995
acetoina, diacetil, lactato,
L. oenos acetato, 2,3-butanodiol, RAMOS et dl., 1995
Leuconostoc aspartato
L teroides acetoina, acetato, CANAS & OWENS,
- mesen diacetil, lactato 1999
acetoina, etanol, acetato,
2,3-butanodiol ZENGetd., 1990
Enterobacter E. aerogenes - I
acetoina, acetato, lactato,
2,3-butanodiol, etanol ZENG et d., 1994
acetoing, 2,3-butanodiol SEREBRENNIKOV,
1995
acetato, 2,3-butanodiol, NAKASHIMADA et
B. polymyxa etanol, acetoina al., 1998
Bacillus ac. acético, etanol,
acetato, 2,3-butanodiol, MARV\Q%)&O etal.,

formato, lactato

B. licheniformis

2,3-butanodiol, acetoina,

acetato, etanol, formato,
gliceral, lactato

PEREGO et a., 2003
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Continuacdo da Tabela 2.1

Referéncias

Género Espécie Produtos bibliogréficas

diacetil, 2,3-butanodiol,

Acetobacter A. hansenii acetoina FAVERI et al., 2003
Kloeckera K. apiculata
Saccharomyces S cerevisiae
Candida C. stellata acetoina. 2,3-butanodiol ROMANO et al., 2003
Metschnikowia M. pulcherrima
Brettanomyces B. bruxellensis

2.2 Bacillus polymyxa

As bactérias do género Bacillus estdo classificadas dentro dos microrganismos
aerobicos ou facultativos. Podem ser gram positivos ou gram varidveis e crescem
favoravelmente em meios sintéticos que contém aglcares, &cidos organicos, acoois, entre
outros, como Unicas fontes de carbono e ambénio como Unica fonte de nitrogénio. Em sua
grande maioria produzem endoesporos, isto €, aqueles esporos que se formam no interior da
célula. Tais endoesporos sdo termorresistentes, tolerando limites de temperatura de 55 a 70°C,
e também resistem a dissecacdo, radiacdo, aos écidos e desinfetantes quimicos. O limite
inferior de pH tolerado esté entre 2 e 3. Antibidticos como bacitracina, polimixina, tirocidina,
gramicidina e circulina sdo produzidos por classe de microrganismos (LUERCE, 2002;
BIO LAND — Caracteristicas dedl NUTRI-COMPOST™, 2007). Muitas espécies de Bacillus
produzem enzimas extracelulares capazes de degradar vérios polissacarideos de plantas.
Comparados com outras bactérias, espécies de Bacillus tém sido extensivamente utilizados
em fermentacBes industriais, particularmente para a producdo de amilases e proteases
(HESPELL, 1996).

Testes do grupo Bacillus que contribuem para a identificacdo dessa classe de bactérias
envolvem a producdo de &cido e ou gés a partir da glicose, teste de Voges-Proskauer (para
redutores de butanodiol), reducdo de nitrato, capacidade de crescimento sob a forma
anaerébica e motilidade. O método de cultivo enriquecido utilizado para o isolamento das

espécies consiste de auséncia de luz, incubagéo aerdbica com ingredientes principais a base de
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amido e amonio, e oxigénio como aceptor de elétrons (LUERCE, 2002; BIO LAND -
Caracteristicas del NUTRI-COMPOST™, 2007).

Bacillus polymyxa sdo bactérias gram variaveis, mesofilas e produzem esporos ovais,
com paredes grossas (LUERCE, 2002; BIO LAND - Caracteristicas del NUTRI-
COMPOST™ 2007). A maior vantagem deste microrganismo est& na capacidade de utilizar
véarios monossacarideos (glicose, xilose, galactose, trealose), dissacarideos (lactose, celobiose,
manose, levulose, sacarose, maltose), polissacarideos (amido, xilana) e lipideos, permitindo
gue o organismo empregue tais produtos como fontes de carbono e doadores de elétrons
(MOLINA, 1995). E uma das poucas espécies de Bacillus que crescem em condicbes
anaerobicas, e possuem a capacidade de produzir somente levo-isomero de butanodiol, como
também formar etanol de aglcares (HESPELL, 1996, LAUBE et a., 1984). Além do
butanodiol e etanol, B. polymyxa excreta também acetoina, diacetil, acetato de etila, acido
léctico, acido acético, acetona e &cido formico como produtos da fermentacdo de glicose (DE
MAS et d., 1988; MANKAD & NAUMAN, 1992). Esta bactéria também € conhecida como
Aerobacillus polymyxa, Granulobacter polymyxa, Clostridium polymyxa ou Paenibacillus

polymyxa.

A Figura2.1. mostra a bactéria B. polymyxa CCT 512.

Figura2.1. BactériaB. polymyxa CCT 512.

2.3 Acetoina

A acetoina € um aromatizante utilizado pelas indUstrias de alimentos, na formacdo de
produtos l&cticos e bebidas. Produzido geralmente por processos fermentativos, utilizando

bactérias e leveduras, ndo € o Unico componente responsavel pelos aromas dos produtos
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alimenticios. A acetoina estd relacionada, normalmente, com o diacetil, um aromatizante
produzido também pelo mesmo processo. Estes dois componentes formam os aromas de
diversos produtos, principalmente queijos e manteigas, além de funcionarem como “carriers’
de outros aromas, como o vinagre e o café (ANTINONE et a., 1994; CARVALHO, 1999).

Produto norma da fermentacdo alcodlica, a acetoina € um componente muito
importante no estudo dos vinhos, devido ao envolvimento com o “bouquet” deste produto
(ROMANO & SUZZI., 1996). Seu teor em vinhos geralmente € baixo e sua presenca nestes
ndo € muito desgjada principalmente por tratar-se de uma substancia derivada do diacetil, o
gual apresenta um forte odor caracteristico. Em vinagres, o teor encontrado € bastante
superior ao dos vinhos e sua determinagdo esté associada ao produto origina (TAKEMOTO,
2000).

A acetoina, também conhecida como 3-hidroxi-2-butanona, acetil metil carbinol,
dimetilcetol ou y-hidroxi-p-oxobutano, é uma cetona de odor agradavel, cuja massa molecular
€ 88,10, formula quimica C4HsO,, ponto de ebulicdo 148°C e ponto de fusdo de 15°C
(MERCK, 1990, COSTELLI, 2005). Além de ser produzida por processos fermentativos,

pode ser obtida por viasintéticaa partir do diacetil por reducdo parcial.

2.4 2,3-Butanodiol

Segundo Ledingham & Neish (1954), citado por (MOLINA, 1995), o 2,3-butanodial,
gue recebe também os nomes de 2,3-butileno glicol, 2,3-dihidroxibutano e dimetilenoglicol, é
um liquido viscoso, incolor e inodoro. E encontrado em pequenas quantidades em tecidos de
plantas e animais superiores, assim como em varios produtos alimenticios, neste caso, pela

acdo de microrganismos.

Conforme Neish (1944), citado por SILVEIRA (1991), dependendo do microrganismo
produtor, 2,3-butanodiol pode se apresentar em trés formas isoméricas diferentes. dextro-
rotatério, L(+), levo-rotatorio, D(-), e meso. O ponto de ebulicdo de cada uma das
conformacgBes apresentadas é 178°C para as formas L(+) e D(-) e 182°C para a forma meso.
No caso de ocorréncia de mistura de isdmeros, o ponto de ebulicdo se coloca numa faixa

intermediéria de acordo com a composi¢do da mistura. Suaférmula quimica é C4H100;.

O 2,3-butanodiol, juntamente com a acetoina, € um produto da fermentacdo alcodlica,

sendo 0 segundo componente mais abundante no vinho. Geramente, este aromatizante ndo
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afeta as qualidades sensoriais das bebidas alcodlicas, mas em elevadas concentracdes pode
modificar o “bouquet” e o corpo do vinho, devido a seu gosto levemente amargo e sua
viscosidade (ROMANO et a., 1998). Ainda na industria de alimentos, a desidrogenacéo
catalitica do 2,3-butanodiol produz diacetil, outro aromatizante presente em diversos produtos
além do vinho (MOLINA, 1995).

As aplicagdes de 2,3-butanodiol ndo se restringem somente a indUstria alimenticia
Este pode ser utilizado na producéo de 1,3-butadieno, intermediario na producdo de borracha
sintética, cujo processo é conhecido desde a Segunda Guerra Mundial. O baixo ponto de
congelamento do levoisdmero (-60°C) pode substituir o uso de etilenoglicol como agente anti-
congelante. Além disso, 0o elevado calor de combustdo (27.200 kJkg) se compara
favoravelmente a0 do etanol (29.100 kJkg) e do metanol (22.100 kJKkg), indicando a
possibilidade de sua utilizacdo como combustivel. 2,3-Butanodiol pode também ser utilizado
na manufatura de polimeros, tintas de impressdo, perfumes, explosivos, plastificantes e como
“carriers’ de produtos farmacéuticos (FLICKINGER, 1980; ZENG et al., 1990; SILVEIRA,
1991; MOLINA, 1995; PEREGO et a., 2003).

Outra caracteristica importante, do ponto de vista ecol6gico, € descrita por Tegtmeier,
citado por MOLINA (1995), que destaca o fato do 2,3-butanodiol ser um composto
biodegradavel, podendo ser empregado na fabricagdo de produtos menos agressivos a0 meio
ambiente.

2.5 Biossintese de acetoina e 2,3-butanodiol

Os microrganismos capazes de se desenvolver em auséncia de oxigénio e de qualquer
outro aceptor final de elétrons exdgeno conseguem oxidar substratos através de um processo
denominado fermentacdo. Neste processo, a oxidacdo do substrato € acompanhada da reducéo
de coenzimas, como na oxidacdo aerébia. A fata de aceptor final de eétrons impede,
entretanto, que a reoxidacdo destas coenzimas possa ser feita pela cadeia de transporte de
elétrons. Esta oxidagcdo €, entdo, obtida pela transferéncia dos elétrons das coenzimas
reduzidas diretamente para um composto organico, originado pela propria via de oxidacdo do
substrato. O composto reduzido geralmente € eliminado para o meio externo (BARBOSA &
TORRES, 1998).
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Embora outros compostos possam ser utilizados para as fermentagdes, os agUcares s2o,
de longe, os substratos mais frequentes deste processo. Na fermentacdo de aglcares, a
degradacdo do substrato é normamente realizada pela via glicolitica, com a producéo de
piruvato. Na conversdo de uma molécula de glicose a duas de piruvato sdo, portanto,
produzidas duas moléculas de NADH. Estas coenzimas reduzidas sdo oxidadas por
transferéncia de elétrons para o0 piruvato, ou para compostos dele derivados (BARBOSA &
TORRES, 1998).

Segundo COLLINS (1972), a reagdo chave para a utilizagdo do piruvato € a sua
descarboxilacdo a hidroxietiltiamina pirofosfato, chamado complexo acetaldeido-TPP, a qual
requer tiamina pirofosfato e um metal divalente. As bactérias, exceto Escherichia coli,
utilizam o mecanismo descrito na Figura 2.2. O complexo acetaldeido-TPP reage com outra
molécula de piruvato, formando o acido a-acetoléctico, o qual é descarboxilado para formar
acetoina. Em presenca de NAD reduzida e da enzima redutase, a acetoina pode ser reduzida a

2,3-butanodiol, com simultanea oxidac&o da NAD.

CH, CH,

| s
f=0 Eﬁ C=—0 + CO,
| TEP |

COOH HITFP

Pinrvato Coraplexa acetaldeida-TPP
CH,
C=0
| CH, CH, CH,
H/TFF ] | |
=0 =0 H—o0 — COH
Cotaplexn acetaldeids-TPP | o, | |
HADH,
L- OH — ¢ — COCH H— ¢ —OH &—= jy— ¢ —0CH

CH,

[

COOH

Pinreato

CH, CH,

Lrido a-acetoldctico bcetoina

HADT

CH,

2,3-Butanodiol

Figura 2.2. Mecanismo de formag&o da acetoina e 2,3-butanodiol.
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2.6 Fatoresqueinfluenciam a producéo de acetoina e 2,3-butanodiol

2.6.1 Temperatura

O €feito da temperatura na producéo de 2,3-butanodiol foi estudado por PEREGO et
al. (2003), utilizando uma cepa de Bacillus licheniformis. Os autores aumentaram
progressivamente a temperatura de 34 para 40°C, e verificaram que até 37°C ocorreu um
aumento na concentracdo final do produto, bem como na produtividade volumétrica média e
maxima (considerando acetoina + 2,3-butanodiol). Utilizando temperaturas maiores,
observou-se a diminuicdo da concentracdo de 2,3-butanodiol e da produtividade,
provavel mente devido a inativacéo térmica da biossintese a temperaturas mais elevadas que a
Otima, considerada neste caso 37°C. A concentracdo de acetoina ndo pareceu ser

significativamente dependente da temperatura.

A biossintese do 2,3-butanodiol inicia com o0 piruvato e envolve trés enzimas.
acetolactato sintase e acetolactato descarboxilase sdo responsaveis pela formacdo de acetoina,
e NADH-dehidrogenase converte a acetoina em 2,3-butanodiol. SEREBRENNIKOV (1994)
estudou a influéncia da temperatura na atividade destas trés enzimas. Para tanto, o autor
utilizou extrato de células livres de Bacillus polymyxa, para a biossintese de acetoina, e uma
preparacdo parciadmente purificada de butanodiol dehidrogenase. Os resultados obtidos
mostraram que as enzimas produtoras de acetoina exibem uma 6tima operacdo a temperaturas
entre 37 e 40°C, e para a enzima responsavel pela formacéo de 2,3-butanodiol a temperatura
6tima é de aproximadamente 70°C.

ROMANO & SUZZI (1996) relatam que a producdo de acetoina durante a
fermentagdo do vinho por leveduras é dependente da temperatura. Quando a temperatura
aumenta, a velocidade de decomposicédo de a-acetolactato também aumenta, e mais diacetil e

acetoina sdo produzidos.

2.6.2 Aeracéo

A disponibilidade de oxigénio presente no meio de cultura afeta a producéo de
acetoina, 2,3-butanodiol, acetato, etanol e lactato, utilizando o microrganismo Bacillus

polymyxa, num processo fermentativo. No estudo da aeracdo realizado por DE MAS et al.
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(1988), os autores mostram que o rendimento de 2,3-butanodiol acanca valores maximos em
velocidades de transferéncia de oxigénio de 15 mmol/L/h. Em velocidades maiores, o
rendimento deste produto diminui, enquanto elevadas quantidades de acetoina e acetato sdo
excretados pelo microrganismo. Utilizando velocidades menores, a producéo de etanol e

lactato sdo favorecidas, e baixas concentracfes de 2,3-butanodiol sdo obtidas.

SABLAYROLLES & GOMA (1984), estudaram a producéo de 2,3-butanodiol por
Aerobacter aerogenes NRRL B199. Os autores verificaram que a velocidade especifica de
producdo de 2,3-butanodiol aumenta quando a concentragdo de oxigénio dissolvido atinge
valores proximos de zero. Um aumento da transferéncia de oxigénio diminui a velocidade
especifica de producdo deste produto. Segundo os autores, a aeracédo favorece a produgdo de

biomassa a custa do 2,3-butanodiol.

O efeito da aeracdo na producdo de 2,3-butanodiol também foi estudado por
NAKASHIMADA et a. (1998), utilizando a bactéria Paenibacillus polymyxa. Segundo os
autores, a velocidade de aeracdo elevada, 0,8 vvm, reduz a formacéo de etanol e acetato, e
favorece a producdo de acetoina. Com relacdo ao 2,3-butanodiol, a velocidade de aeracéo de

0,3 vvm foi considerada 6tima para a formagao deste produto.

BOUMERDASS et a. (1996), estudaram a producéo de acetoina pelo microrganismo
Lactococcus lactis ssp. lactis. Os resultados obtidos mostraram que tanto em condicdes
anaerodbicas ou aerdbicas ocorre a formagdo deste produto. Entretanto, conforme se aumenta a

concentracdo de oxigénio dissolvido no meio, ocorre maior producéo de acetoina.

2.6.3 Concentracdo inicial de substrato

A concentragdo inicial de xilose foi estudada por LAUBE et a. (1984), visando a
formagdo de 2,3-butanodiol por Bacillus polymyxa. O aumento da concentragéo de substrato
de 1 até 6%, ampliou o rendimento do produto de interesse, o 2,3-butanodiol, obtendo-se
mel hores resultados utilizando 4 ou 6% de xilose. Uma concentragdo superior, de 10%, inibiu

aformac&o do composto pelo microrganismo.

MOLINA (1995), utilizando a bactéria Klebsiella pneumoniae, variou a concentragdo
inicial de sacarose de 24,2 até 181 g/L, com o objetivo de verificar a influéncia deste
pardmetro na producdo de 2,3-butanodiol. Os resultados obtidos mostraram que conforme se

aumenta a concentracdo de substrato, obtém-se maiores concentragdes de produtos. A méxima
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producéo de 2,3-butanodiol ocorreu utilizando 181 g/L de sacarose. O mesmo ndo ocorre para

a produtividade, que atinge seu valor maximo usando 105 g/L de sacarose.

LUERCE (2002) avaliou a concentracdo inicial de glicose, 30, 40 e 50 g/L, para a
producéo de acetoina pelo microrganismo Bacillus polymyxa. Os resultados al cangados pelo
autor indicam que elevadas quantidades do produto sdo obtidas ao se utilizar a maior

concentracdo inicia de substrato, 50 g/L.

2.6.4 Potencial hidrogenionico (pH)

O pH é um parémetro fundamental na regulacdo do metabolismo das bactérias e esta
influéncia € especiamente acentuada no processo envolvendo a formacgédo de multiplos sub-
produtos. O pH do meio fermentativo afeta a composicdo da biomassa e a natureza do
metabolismo bacteriano (GARG & JAIN, 1995). Como a maioria das bactérias crescem mais
lentamente em pH baixo, ha uma maior disponibilidade de piruvato para ser utilizado na
producdo de acetoina, visto que, ao crescerem, as células requerem uma quantidade menor de
piruvato para a sintese de material celular (TEIXEIRA, 1999).

O estudo realizado por JANSEN et a. (1984) avaiou a influéncia do pH sobre a
producdo de 2,3-butanodiol por Klebsiella oxytoca. Os autores observaram que entre os pHs
estudados 4,4 e 5,8 o rendimento do produto ndo parece ser muito afetado por este parametro
do processo, atingindo um pico de maior producdo entre 5,2 e 5,6. Utilizando valores maiores
de pH, como 6,0, o rendimento de 2,3-butanodiol diminui. Segundo os autores, esta

diminuicéo ocorre devido a redugédo da atividade das enzimas produtoras deste aromatizante.

RAMOS et a (1995), utilizando o microrganismo Leuconostoc oenos, verificaram
que em pH 4,0, maiores concentragdes de acetoina foram produzidas, enquanto que em pH
6,2 somente foram observados a formagdo de lactato e acetato. Utilizando condigOes
intermediérias, pH 5,0, acetato, lactato e acetoina foram produzidas em iguais proporcoes

molares (1:1:1), com baixa producéo de 2,3-butanodiol.

COSTELLI (2005) estudou a influencia do pH na producdo de acetoina pelo
microrganismo Bacillus polymyxa. Os pHs avaiados foram 4,5, 5,0 e 5,5. Os resultados
obtidos pelo autor mostraram que as maiores concentrages do produto foram a cangados nos

ensai os realizados com o maior pH, 5,5.



18

2.6.5 Indculo

O volume do inéculo usado na bioconversdo de glicose ou xilose ndo parece afetar
significativamente o rendimento final de 2,3-butanodiol (GARG & JAIN, 1995). Segundo
ROMANO & SUZZI (1996), a formacdo de acetoina depende das cepas de microrganismos
utilizados na fermentacdo, embora a quantidade de células viaveis presente no processo

apresenta uma influéncia maior naformagdo do produto.

YU & SADDLER (1982), observaram que o volume do in6culo, para a formacéo de
2,3-butanodiol pela bactéria Klebsiella pneumoniae, ndo afeta o rendimento final do produto.
Somente no consumo de xilose em concentragdes maiores que 10%, o volume do inéculo

apresenta influéncia no processo.

2.7 Consideracdesfinais

Diversos trabahos relacionados com a producdo de acetoina e 2,3-butanodiol estdo
presentes na literatura, indicando as 6timas condi¢des do processo. Sabe-se que alteraces no
cultivo, como mudanca de substrato ou microrganismo, afeta significativamente a formagéo
destes produtos e, portanto, existe uma variedade muito grande de informagdes na literatura,
enfocando principalmente os vinhos, quando o objetivo é a producdo de acetoina, ou a
borracha, no caso do 2,3-butanodiol. No entanto, poucos trabalhos referentes a formacéo
destes aromas, para aplicacdo nas industrias de alimentos, foram publicados nos dltimos anos,

principalmente utilizando a bactéria Bacillus polymyxa.

Conforme descrito neste capitulo, fica evidente que determinados parametros do
processo, como pH, temperatura, aeragdo, concentracdo de substrato, entre outros, sd0
essenciais para uma elevada formagdo dos dois aromas. Dentre as informagdes obtidas na
literatura, somente se observa uma semelhancga entre os trabalhos com relacéo a aeragdo, esta
deve ser elevada para a producdo de acetoina e baixa para a formacdo de 2,3-butanodiol. Com
relacdo a outros parametros, existe uma grande variagdo das condi¢des étimas de cultivo.
Como exemplo pode-se citar o pH, cujos valores presentes na literatura variam em torno de
45 a 6,5, e o substrato utilizado, sendo estes glicose, xilose, sacarose, entre outros, em
diversas concentragdes iniciais. Portanto, torna-se necessario um estudo mais detalhado destes

parémetros para realmente se obter méximas concentracfes destes produtos, e posteriormente
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ampliar a escala, visando a producdo industrial para as diversas areas que utilizam estes dois
compostos.

O presente trabalho foi desenvolvido para fornecer outras informagdes a literatura,
com relacdo a formagdo dos aromas acetoina e 2,3-butanodiol, utilizando a bactéria Bacillus
polymyxa, pelo fato deste microrganismo ser um bom produtor destes aromas e de haver
caréncia de resultados experimentais. Desta forma, realizou-se um estudo da influéncia da
fonte de nitrogénio, pH e transferéncia de oxigénio no crescimento do microrganismo,
consumo de substrato e producdo dos aromas, utilizando um meio de cultura sintético, cuja
fonte de carbono foi a glicose.
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3 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Engenharia Bioquimica, do
Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia de Alimentos, na Universidade Federal
de Santa Catarina.

3.1 Microrganismo

O microrganismo utilizado nos ensaios fermentativos foi a bactéria Bacillus polymyxa
CCT 512 (referéncia ATCC 842), fornecida pela Fundagdo Tropical de Pesquisas

Tecnoldgicas “André Tosello”.

3.2 Meio demanutencao

O meio utilizado na manutencdo do microrganismo foi 0 Meio AN (Agar Nutrient),
Cuja composi¢ao esté descritana Tabela 3.1.

Tabela 3.1. Composicdo do Meio AN para manutencdo do micror ganismo.

Componentes Concentracéo (g/L)
Extrato de carne 3
Peptona bacteriol 6gica 5
Agar 15

Os componentes do meio foram misturados na agua destilada e aguecidos, até
completa diluicdo. Posteriormente, o0 meio foi autoclavado, juntamente com placas de petri, a
121°C durante 15 minutos. A seguir, 0 meio foi distribuido nas placas, e apos a solidificagdo
deste meio, foi feita ainoculacdo do microrganismo utilizando uma alga de platina. As placas
inoculadas foram incubadas em estufa bacterioldgica, a 30°C durante 24 horas. Apos este
periodo, as placas foram protegidas com insulfilme, e mantidas sobre refrigeracao a 4°C. A
Figura 3.1 mostra uma placa inoculada com o microrganismo. A repicagem foi realizada a
cada dois meses.
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Figura 3.1. Microrganismo Bacillus polymyxa inoculado no meio de manutencéo AN.

3.3 Indculo

O meio de cultura utilizado na preparacéo do indculo foi 0 Meio YM (Yeast Malt
Extract), cuja composi¢ao esté descritana Tabela 3.2, conforme DE MAS et al. (1988).

Tabela 3.2. Composicdo do Meio YM utilizada para a preparacéo do inoculo.

Componentes Concentracéo (g/L)
Extrato de levedura 3
Extrato de malte 3
Peptona bacteriol 6gica 5
Glicose 30

Para a preparagdo do indculo, foram utilizados erlenmeyers aletados de 1L, contendo
400 mL de meio de cultura, e cobertos com tampdes de algodédo, para permitir uma adequada
aeracdo e evitar possivels contaminactes. Estes foram autoclavados durante 15 minutos a
121°C. Apos este periodo, foi feita ainoculagdo do microrganismo, adicionando ao meio trés
alcadas de células da cultura estoque. Posteriormente, os frascos foram incubados em shaker,
modelo TE-421 TECNAL, com agitacéo orbital de 150 rpm, a 37°C durante 17 horas. Neste
periodo de incubacdo, o microrganismo atinge a fase exponencial do crescimento microbiano,
segundo COSTELLI (2005). O volume do indculo utilizado, para cada ensaio fermentativo,

foi equivalente a 10% do volume total do meio de cultura.

3.4 Ensaiosfermentativos

Os ensaios fermentativos podem ser separados em trés conjuntos de estudos, cujos
objetivos foram avaiar a influéncia da fonte de nitrogénio; a influéncia do pH e da

transferéncia de oxigénio; e a ampliagdo de escala utilizando um biorreator. Em todos os
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ensaios foram anaisados o0 crescimento do microrganismo, o consumo de glicose e a

producdo dos aromas, acetoina e 2,3-butanodiol.

No primeiro conjunto, onde se estudou a influéncia da fonte de nitrogénio, os ensaios
foram realizados em frascos de Erlenmeyers aletados de 1L, contendo 400 mL de meio de
cultura, para se obter uma elevada transferéncia de oxigénio, e cobertos com tampdes de
algodéo. O meio de cultura utilizado foi o Meio PAY, conforme descrito por DE MAS et al.
(1988), cuja composicdo estd apresentada na Tabela 3.3. Este meio foi modificado,
substituindo o extrato de levedura pelo sulfato de aménio e pela uréia, sendo que a
concentracdo de nitrogénio presente no meio foi a mesma paratodos os cultivos (Anexo 1) . A

Tabela 3.4 mostra as concentragdes utilizadas para os dois componentes diferentes.

Tabela 3.3. Composicdo do Meio PAY utilizado nos ensaios fer mentativos.

Componentes Concentracdo
K,HPO, 9,16 g/L
KH,PO4 1,759/L

(NH.,),HPO, 2,9 g/L

(NH.,),S04 5,8 g/L
Extrato de levedura 13,1 g/L

MgS0,.7H,0 219 mg/L

FeSO,.7H,0O 44 mg/L

CaCl,.2H,0 8,8 mg/L

ZnS0,.7H,0 0,9 mg/L

MnS0O,.H,0 0,9 mg/L

EDTA 44 mg/L
H2SO04 150 mg/L
Glicose 50 g/L

Tabela 3.4. Modificacdo do Meio PAY, utilizando duas fontes de nitr ogénio difer entes.

Componentes Concentracéo (g/L)

Sulfato de aménio 6,24

Uréia 2,85
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Este meio foi autoclavado a 121°C durante 15 minutos em duas partes separadas. uma
contendo a solucéo de sais de fosfato e de amonio, juntamente com a fonte de nitrogénio
utilizada para cada ensaio, e uma segunda solucéo composta pela glicose, os demais sais € 0
acido sulfarico. Ta procedimento é necess&rio a fim de impedir a ocorréncia de reagoes
indesgjaveis e também para evitar a precipitacdo de sais. Apos este procedimento, as duas
partes do meio foram misturadas nos frascos de Erlenmeyers estéreis, e o pH inicia foi

gjustado para 6,5.

Os ensaios realizados para avaiar a influéncia do pH e da transferéncia de oxigénio,
também foram conduzidos em frascos de Erlenmeyers aletados de 1L, cobertos com tampdes
de algodd. No entanto, o volume do meio de cultura e o pH foram diferentes para cada
ensaio, sendo que metade destes foram realizados com controle do pH ao longo do cultivo, e
nos restantes apenas gjustou-se 0 pH inicial. O meio de cultura utilizado neste conjunto de
experimentos foi 0 Meio PAY, autoclavados em duas partes separadas, conforme descrito
anteriormente. A Tabela 3.5 mostra os ensaios realizados, juntamente com os valores de cada

parametro.

Tabela 3.5. | dentificacdo dos ensaios r ealizados.

Ensaios realizados Ensaios redizados

com o crc))ﬂtrole do sem o controle do pH Volume (mL) pH
1 6 400 4,5
2 7 600 4,5
3 8 400 6,5
4 9 600 6,5
5 10 500 5,5

Nestes dois primeiros conjuntos de experimentos, os frascos foram incubados em
shaker, modelo TE-421 TECNAL, com agitacdo orbital de 150 rpm, a 37°C por 24 ou 48
horas, dependendo da duragdo da fase de adaptacdo do microrganismo. O gjuste do pH inicial,
ou o controle durante o processo, foram feitos adicionando-se algumas gotas de solugdes de
acido sulfarico (H,SO,) e hidroxido de sodio (NaOH) 10% (p/v). O controle do pH ao longo

do cultivo foi realizado retirando-se os frascos de Erlenmeyers do shaker e medindo-se o pH
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do meio de cultura utilizando um pHmetro modelo pH 330i/SET, Wissenschaftlich
Technische Werkstétten. A Figura 3.2 mostra um ensaio realizado nestes dois conjuntos de

experimentos.

s

Figura 3.2. Ensaio realizado em shaker.

A ampliacéo de escala foi realizada em um biorreator New Brunswick Scientific CO
INC, modelo BIOFLO |11, com capacidade de 6L, e volume Util de 4L. Este equipamento
possui sondas automaéticas para medicéo de pH, temperatura e oxigénio dissolvido no meio de
cultura. Contém quatro bombas peristalticas que permitem controlar o pH, através da adicéo
de solugdes &cidas e bésicas, a formacdo de espumas e a adicdo de nutrientes. A agitacéo do
meio é realizada por duas turbinas, localizadas no centro do equipamento, possuindo a funcéo
de agitar o meio de cultura e quebrar a espuma formada durante o cultivo. O ar, proveniente
de um compressor, passa primeiramente por um filtro estéril antes de entrar no biorreator,
sendo sua vazé&o controlada por um rotametro. A Figura 3.3 mostra o biorreator utilizado neste

cultivo.

Neste ensaio 0 meio de cultivo utilizado foi o Meio PAY, sendo esterilizado a 121°C
durante 15 minutos, em duas partes separadas, conforme explicado anteriormente. A primeira
parte foi autoclavada num recipiente de vidro, coberto por papel aluminio, e a segunda parte
dentro do biorreator. As sondas de pH e oxigénio dissolvido foram esterilizadas com &l cool
70%, antes de serem colocadas no equipamento, no inicio do cultivo. O pH utilizado foi 6,5,
controlado durante todo 0 processo, através da adicdo de solucgdes de acido sulfurico (H,SO4)

e hidroxido de sodio (NaOH) 10% (p/v). A aeracéo e a agitacdo inicial foram de 0,25 vwm e
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200 rpm, respectivamente, sendo que estas variaram ao longo do cultivo, de forma a manter o
microrganismo em condi¢cbes aerdbias, utilizando, portanto, uma sonda de oxigénio
dissolvido. A temperatura foi a mesma utilizada nos ensaios em frascos, 37°C, e a formagéo
de espuma foi controlada pela adi¢éo do antiespumante Silicone, através de uma seringa no
topo do biorreator.

Figura 3.3. Biorreator New Brunswick Scientific CO INC, modelo BIOFLO I11.

3.5 Meétodos analiticos

351 Amostragem

Em todos os ensaios foram retiradas aiquotas de aproximadamente 2 mL, acada 1, 2
ou 3 horas, dependendo da fase de crescimento do microrganismo. NoOs experimentos
realizados em shaker, as amostras foram coletadas utilizando pipetas autométicas, proxima a
chama do bico de Bunsen. No caso do biorreator, as amostras foram retiradas através de um

coletor acoplado ao equipamento.

Apos a andlise do crescimento microbiano, realizado por turbidimetria, as amostras
foram centrifugadas a 14000 rpm durante 5 minutos, em centrifuga Hsiangtai Machinary Ind.
Co. Ltda, modelo MCD-2000. O sobrenadante foi armazenado sob refrigeracéo a -4°C, para
analises posteriores.
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3.5.2 Avaliacdo da contaminacéao

A avaliacdo da contaminacdo foi realizada através do Método de Gram, em todos os
ensaios fermentativos. Este método baseia-se no fato de que, quando certas bactérias sdo
coradas pelo Cristal Violeta e depois tratadas pelo Lugol, forma-se um composto de coloragéo
escura entre o iodo e o corante (iodopararrosaniling), o qual é fortemente retido pelas
bactérias e ndo pode ser facilmente removido pelo tratamento subseqliente com acool-
acetona: sd0 as bactérias Gram positivas. Outras bactérias, chamadas Gram negativas,
deixam-se descorar pela solugdo de acool-acetona. Apoés uma coloragdo com fucsing, as
bactérias Gram negativas apresentardo a cor vermelha, ao passo que as Gram positivas seréo

roxas, conservando a cor violeta.

Para a realizacdo deste método, € necessério efetuar um esfregaco sobre uma lamina,
com a amostra do ensaio fermentativo. A técnica de coloracdo consiste em cobrir a lamina
com a solugdo de Cristal Violeta, deixando agir durante 30 segundos a 1 minuto. Apds este
periodo deve-se escorrer 0 excesso de corante. Posteriormente, verte-se a solugdo de Lugol
para Gram, deixando agir por 1 minuto e retira-se 0 excesso. A preparacdo deve ser lavada
com a soluggo de Alcool-Cetona, até que a cor roxa cesse de desprender-se, e em seguida com
agua destilada. Posteriormente, cora-se com Fucsina Fenicada de Gram, durante 30 segundos,
e deixa-se escorrer 0 excesso de corante. Apos esta etapa, a preparacéo deve ser lavada com
agua destilada. A lamina deve ser secada para efetuar-se a leitura, utilizando a objetiva de

imers&o.
3.5.3 Determinacgao da concentracéo celular

A concentragdo celular obtida nos ensaios fermentativos foi determinada por dois
métodos:. indiretamente por turbidimetria e diretamente por gravimetria, conforme Leveau &
Bouix, citado por COSTELLI (2005).

A absorbéncia das amostras foi medida a um comprimento de onda de 540 nm, em
espectrofotébmetro TECNAL, modelo Bel Photonics 1105, em cubetas cilindricas de vidro de
1 cm de didmetro. As amostras foram diluidas sempre que a absorbancia fosse superior a
0,900. Os valores obtidos foram convertidos em concentragdo celular (massa seca de células

por volume de suspensao) através de uma curva de calibracéo determinada para cada ensaio.
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A curva de calibracdo (Anexo Il) foi construida coletando-se 5 mL da suspensdo
celular no final do processo, em eppendorfs previamente tarados, os quais foram
centrifugados a 14000 rpm durante 5 minutos, em centrifuga Hsiangtai Machinary Ind. Co.
Ltda, modelo MCD-2000. O sobrenadante foi descartado, e os eppendorfs foram levados a
estufa de secagem, a 105°C por 24 horas. Apo6s este periodo, os eppendorfs contendo as
células foram pesados, e a biomassa determinada pela diferenca de massa. Esta etapa foi
realizadaem duplicata. A concentragdo celular (g/L) foi obtida dividindo-se a massa média de

células secas (g) pelo volume da suspensdo utilizado (5 mL).

Coletou-se também 15 mL do caldo fermentativo no final do processo, os quais foram
diluidos na faixa de 1:10 até 1:100. Para cada diluicdo fez-se a leitura da absorbancia a 540
nm. A concentracdo celular obtida por gravimetria foi dividida por cada um dos fatores de
diluicdo utilizados. A curva de calibragdo foi plotada correlacionando-se a concentracéo
celular (g/L) com a absorbéancialidaa 540 nm.

3.5.4 Determinacgao da concentracdo de glicose

A determinacdo da glicose nos ensaios fermentativos foi realizada através de um
método enzimético-colorimétrico, utilizando o Kit de Glicose-PP (Gold Analisa). Neste
método, a glicose oxidase (GOD) catalisa a oxidagdo da glicose para acido gliconico e
peréxido de hidrogénio. Através de uma reacdo oxidativa de acoplamento catalisada pela
peroxidase (POD), o peréxido de hidrogénio formado reage com 4-aminoantipirina e fenol,
formando um complexo de cor vermelha (quinoneimina), cuja absorbancia medida em 500

nm é diretamente proporcional a concentragcdo de glicose na amostra.

GOD
Glicose + O, +H,0 — Acido Gliconico + H,0,

POD
2H,0; + 4-aminoanipirina+ Fenol — Quinoneimina + 4H,0

A técnica de andlise consiste na adi¢do de 2 mL do reagente de cor a aiquotas de 20
pL do padréo e do sobrenadante das amostras, obtidos apds centrifugacdo. Estes foram
homogeneizados e incubados durante 5 minutos a 37°C. Apoés este periodo, a absorbancia da

coloragdo foi lida contra o branco do reagente, a um comprimento de onda de 500 nm, em



28

espectrofotdbmetro TECNAL, modelo Bel Photonics 1105. O branco do reagente foi obtido

utilizando somente 2 mL do reagente de cor.

Como a metodologia obedece a Lel de Lambert-Beer, a concentragdo da amostra pode

ser calculada através do Fator de Calibragdo (Fc), representada pela Equagdo 3.1.

Fc= cp (3.1
Ap
Onde:
Cp = concentragao do padréo (1 g/L)
Ap = absorbancia do padréo
A concentragéo de glicose (Ct) é dada pela Equagdo 3.2.
Ct=At-Fc (32

Onde:

At = absorbancia da amostra

O intervalo de medida deste método é de 0,0023 até 5 g/L.

3.5.5 Determinacgao dos produtos

As concentragdes de acetoina e 2,3-butanodiol foram determinadas por cromatografia
gasosa. Para tanto, o sobrenadante das amostras coletadas ao longo do cultivo foram diluidas,
conforme necessidade, e injetadas no cromatografo. Através de uma curva padréo (Anexo 111)

foi possivel obter as concentracdes dos aromas.

O cromatografo utilizado nas andlises, CG-90-DIC, é equipado com detector de
ionizacdo de chama (DIC-ar-hidrogénio) e coluna Supelcowax-10 (30m x 0,53mm x 1 mm),
com sistema de aquecimento de rampa de temperatura iniciando em 55°C até 130°C, a uma
taxa de 20°C/min, temperatura do injetor de 185°C e do detector 230°C. Os cromatogramas
foram obtidos e analisados com o auxilio do programa Clarite Lite v.2.2 da DataApex Ltda
(Anexo 1V)
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4 RESULTADOSE DISCUSSOES

4.1 Influéncia dafonte de nitrogénio

O objetivo destes experimentos foi avaliar a influéncia da fonte de nitrogénio no
crescimento do microrganismo e na producdo dos aromas de interesse, a acetoina e o 2,3-
butanodiol. Portanto, utilizaram-se trés fontes de nitrogénio diferentes. extrato de levedura,
uréia e sulfato de aménio. O volume do meio de cultura foi de 400 mL, em frascos de

Erlenmeyers de 1L, para aumentar a transferéncia de oxigénio, e o pH inicial foi de 6,5.

A Figura 4.1 mostra os resultados obtidos do crescimento microbiano. Nos ensaios
realizados com sulfato de aménio e uréia, 0 microrganismo apresentou as fases de adaptacéo,
com duragdo de aproximadamente 2 horas, uma fase linear e a estacionaria. Utilizando o
extrato de levedura, somente uma fase linear e a estacionaria foram observadas. A fase

exponencia foi muito pequena, podendo ser desconsiderada.
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Figura 4.1. Crescimento microbiano para os ensaios conduzidos com diferentes fontes de nitrogénio,
utilizando o meio PAY com 50 g/L de glicose, 150 rpm, 37°C, pH inicia de 6,5 e volume de meio de
culturade 400 mL. (a) Ensaio realizado com 13,1 g/L de extrato de levedura, (b) Ensaio realizado com
2,85g/L deuréia(e) e6,24 g/L de sulfato de ambnio (m).

A melhor fonte de nitrogénio para o crescimento microbiano foi o extrato de levedura,
com producdo de 9,8 g/L de células, em 22 horas de cultivo. Apds a pequena fase de

adaptacdo, o microrganismo atinge uma fase linear de crescimento, com velocidade
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praticamente constante de 0,56 g/L.h, entre 3 e 15 horas de cultivo. ApGs este periodo a
velocidade de crescimento diminui alcancando a fase estacionaria. O mesmo ocorre para 0S
ensaios com uréia e sulfato de amonio, so que a formacéo de células, nestes dois casos, foi
muito menor. As maximas concentraces celulares obtidas foram de 3,3 e 2,0 g/lL em 20
horas, para a uréia e o sulfato de aménio, respectivamente. Na fase linear, a velocidade de
crescimento paraauréiafoi de 0,16 g/L.h e para o sulfato de ambénio foi de 0,09 g/L .h, entre 4
e 16 horas de experimento. Através destes resultados fica claro que existe uma diferenca
significativa, com relagcdo a velocidade de crescimento do microrganismo, quando se utiliza
diferentes fontes de nitrogénio. No entanto, a velocidade especifica de crescimento
microbiano apresenta 0 mesmo comportamento, pois em todos os ensaios realizados esta
velocidade diminuiu ao longo do tempo (Figura 4.2). Este fato ocorre devido a limitagcéo de
algum componente no meio de cultura, que pode ter sido ocasionado pelo oxigénio dissolvido
neste meio. No caso do extrato de levedura e uréia, além do mesmo comportamento, as
vel ocidades especificas de crescimento possuem valores semelhantes. A diferenca obtida nas
velocidades de crescimento pode ser explicada pela concentragdo celular na fase exponencial,
sendo esta muito maior para o cultivo realizado com extrato de levedura comparado com a

uréa e sulfato de amonio.
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Figura 4.2. Velocidade especifica de crescimento ao longo do tempo para os ensai os conduzidos com
diferentes fontes de nitrogénio, utilizando o meio PAY com 50 g/L de glicose, 150 rpm, 37°C, pH
inicial de 6,5 e volume de meio de culturade 400 mL. Extrato de levedura (¢ ), uréia(m) e sulfato de
amonio (A).

O consumo de glicose pode ser observado na Figura 4.3, para os trés ensaios

realizados, sendo que a concentracdo inicial deste componente no meio de cultura foi de 50
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g/L. Utilizando o extrato de levedura como fonte de nitrogénio, verificase que o
microrganismo consumiu toda a glicose presente no meio de cultura, em 20 horas de cultivo.
Neste ensaio, 0 consumo inicia-se nafase linear do crescimento microbiano, e apresenta uma
velocidade constante, entre 9 e 18 horas, de 3,31 g/L.h. No caso da uréia e do sulfato de
amobnio, a concentracdo de glicose atingiu valores de 20,4 e 36,1 g/L no final do processo,
respectivamente. Portanto, € possivel verificar que durante o cultivo, que apresentou duracéo
de 24 horas, 0 microrganismo nado foi capaz de consumir todo o substrato disponivel no meio.
O consumo de glicose, nestes ensaios, também se inicia na fase linear de crescimento, com
velocidade constante de 1,58 g/L.h, entre 6 e 22 horas, e de 2,43 g/L.h, entre 7 e 13 horas,

para os ensaios realizados com uréia e sulfato de aménio.

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Tempo (h)

Figura 4.3. Consumo de glicose para os ensaios conduzidos com diferentes fontes de nitrogénio,
utilizando o meio PAY com 50 g/L de glicose, 150 rpm, 37°C, pH inicia de 6,5 e volume de meio de
culturade 400 mL. Extrato de levedura (), uréia(m) e sulfato de ambnio (A).

Os resultados obtidos do fator de conversdo substrato em células (Yxss) foram 0,17
Oca/Qsub Para o ensaio conduzido com extrato de levedura e 0,04 gea/Qsub Para 0s ensaios
realizados com uréia e sulfato de aménio. Este baixo valor, obtido nos dois Ultimos ensaios,
revela que somente uma pequena quantidade da glicose consumida pelo microrganismo foi
transformada em células, o que ja foi verificado anteriormente, pois a producéo celular foi
muito inferior quando comparada ao ensaio realizado com extrato de levedura. A outra parte
da glicose consumida foi convertida em produtos, acetoina e 2,3-butanodiol, que podem ter
inibido o crescimento do microrganismo. Analisando estes resultados verifica-se que o extrato
de levedura é a melhor fonte de nitrogénio, pois este apresenta diversas fontes de carbono e

vitaminas, além de outros nutrientes que favorecem a producdo de células. Desta forma, 0
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microrganismo € capaz de consumir totalmente a glicose presente no meio, transformando

umamaior parte deste componente em biomassa.

As Figuras 4.4 e 4.5 mostram os produtos formados, acetoina e 2,3-butanodiol.
Utilizando sulfato de aménio como fonte de nitrogénio, somente 2,3-butanodiol € produzido,
alcancando maxima concentracdo em 20 horas de cultivo, com formagdo de 7,3 g/L. O ensaio
realizado com uréia também apresentou um resultado proximo ao do sulfato, atingindo 7,5
g/L de 2,3-butanodiol, em 24 horas. Porém, houve formacdo de acetoina neste cultivo, que
atingiu sua maxima concentracdo em 22 horas, com formacéo de 3,8 g/L deste produto. Os
resultados obtidos com estas duas fontes de nitrogénio foram muito baixos comparados com a
formagdo dos produtos usando o extrato de levedura. Em 20 horas de experimento, o
microrganismo produziu 24,2 g/L de 2,3-butanodiol e, em 24 horas, 15,0 g/L de acetoina.
Nota-se um aumento da concentracdo de acetoina, bem como a diminui¢do de 2,3-butanodial,
no fina do cultivo. Este fato pode ser explicado devido a biossintese destes dois aromas, pois

a acetoina pode ser transformada em 2,3-butanodiol através de umareagdo reversivel.
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Figura4.4. Producéo de acetoina para os ensaios conduzidos com diferentes fontes de nitrogénio,
utilizando o meio PAY com 50 g/L de glicose, 150 rpm, 37°C, pH inicial de 6,5 e volume de meio de
culturade 400 mL. Extrato de levedura (¢ ), uréia(m) e sulfato de aménio (NP).

(NP): N&o produziu acetoina.
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Figura4.5. Producéo de 2,3-butanodiol para os ensaios conduzidos com diferentes fontes de
nitrogénio, utilizando o meio PAY com 50 g/L de glicose, 150 rpm, 37°C, pH inicia de 6,5 e volume
de meio de cultura de 400 mL. Extrato de levedura (), uréia () e sulfato de ambnio (4).

Entre 0 e 12 horas de cultivo, as concentragdes dos dois aromas foram muito baixas
ndo alcangando o limite de sensibilidade da técnica utilizada. Portanto, as amostras deste
periodo de cultivo ndo foram apresentadas nas Figuras 4.4 e 4.5. No ensaio utilizando extrato
de levedura, a formagdo dos produtos inicia-se efetivamente no final da fase linear, e atinge
suas maiores concentragdes na fase estacionaria. Portanto, a formagdo dos produtos ndo
parece estar associada ao crescimento do microrganismo. Nos outros ensaios, utilizando uréa
e sulfato de aménio, devido a baixa concentracdo dos produtos e as poucas amostras
analisadas, ndo foi possivel verificar tal fato.

Estudos realizados por YU & SADDLER (1982), mostraram que o extrato de levedura
€ a melhor fonte de nitrogénio para a producéo de 2,3-butanodiol pela bactéria Klebsiella
pneumoniae. Neste estudo os autores utilizaram frascos contendo um meio guimicamente
definido, conhecido como Kp 1, sendo D-glicose a fonte de carbono. Este meio foi
suplementado com diferentes nutrientes, extrato de levedura, sulfato de aménio, uréia ou
tracos de elementos. Os cultivos foram incubados a 30°C, com agitacdo de 120 rpm e pH de
6,5. Os resultados obtidos para o cultivo controle, sem a presenca de nutrientes, foram 4,97
(ODsyp) de células, 8,21 g/L de 2,3-butanodiol e consumo de 55,9% da glicose presente no
meio, contra 6,00 (ODs40) de células, 12,40 g/L de 2,3-butanodiol e consumo de 68,4% da
glicose, para o cultivo com extrato de levedura. Os outros nutrientes apresentaram resultados
inferiores aos alcangados com o extrato de levedura. Resultados semel hantes foram obtidos no
presente trabaho, pois o extrato de levedura favoreceu a formacéo de células e de produtos,

além do consumo do substrato.
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Portanto, pode-se concluir que o extrato de levedura é a melhor fonte de nitrogénio
para o crescimento do microrganismo Bacillus polymyxa e para a formagéo de acetoina e 2,3-
butanodiol. Assim, nos proximos experimentos, foi utilizado este componente no meio de

cultivo.

4.2 Influénciado pH edatransferéncia de oxigénio

O objetivo destes experimentos foi avaliar a influéncia do pH e da transferéncia de
oxigénio no crescimento do microrganismo e na producdo dos aromas, acetoina e 2,3-
butanodiol. Os ensaios foram divididos em dois conjuntos, o primeiro com o controle do pH
ao longo de todo o cultivo, enquanto, no segundo, gjustou-se somente o pH inicial do meio de
cultura. Desta forma, € possivel verificar a importancia do controle deste pardmetro no
processo. Todos os ensaios foram realizados em frascos de Erlenmeyers aletados de 1L,

variando-se o pH e o volume do meio de cultura, conforme descrito no item 2.4 do Capitulo 2.

As Figuras 4.6 e 4.7 mostram o crescimento microbiano obtido para os ensaios com e
sem o controle do pH ao longo do cultivo. Nos ensaios conduzidos com pHs de 5,5 e 6,5, foi
possivel verificar que o crescimento do microrganismo apresentou as fases de adaptacéo, uma
fase linear, a de desacel eracdo e a estacionaria. No caso dos ensaios realizados com o pH 4,5,
somente as fases de adaptacéo e linear foram observadas. Em todos os ensaios a fase

exponencia foi muito pequena, podendo ser desconsiderada.

Anadlisando as figuras, observa-se que valores de pHs mais elevados favorecem o
crescimento do microrganismo, diminuindo a fase de adaptagdo. Utilizando o pH 4,5, a
duracdo desta fase foi de aproximadamente 40 horas. Aumentando o pH para 55, o
microrganismo € capaz de se adaptar a0 meio de cultura em apenas 3 e 8 horas, para os
ensaios conduzidos sem e com o controle do pH ao longo do cultivo. No caso do pH 6,5, a
fase de adaptacdo foi muito pequena, podendo ser desconsiderada. Esta diferenca na duracéo
da fase de adaptacdo esta relacionada com o pH do meio de cultura do indculo, que € de
aproximadamente 6,5. Portanto, em cultivos com pHs menores, 0 microrganismo necessita de
um periodo maior de adaptacdo, o0 que ndo acontece nos demais ensaios, pPois apresentam um
valor mais proximo do inéculo. Assim, conclui-se que a bactéria pode alterar o seu

metabolismo e crescer em pHs mais acidos.
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Figura4.6. Crescimento do microrganismo para 0s ensaios realizados com o meio PAY, contendo 50
g/L de glicose, a37°C, 150 rpm e com o controle do pH ao longo de todo o cultivo. (¢) Ensaio 1: pH
4,5 e volume do meio de culturade 400 mL; (m) Ensaio 2: pH 4,5 e volume do meio de cultura de
600 mL; (A) Ensaios 3: pH 6,5 e volume de meio de culturade 400 mL; (x) Ensaio 4: pH 6,5 e
volume do meio de cultura de 600 mL; (+) Ensaio 5: pH 5,5 e volume de meio de culturade 500 mL.
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Figura 4.7. Crescimento do microrganismo para 0s ensaios realizados com o meio PAY, contendo 50

g/L deglicose, a 37°C, 150 rpm e com o gjuste do pH inicial. (¢) Ensaio 6: pH 4,5 e volume do meio

de culturade 400 mL; (m) Ensaio 7: pH 4,5 e volume do meio de culturade 600 mL; (A) Ensaios 8:

pH 6,5 e volume de meio de culturade 400 mL; (x) Ensaio 9: pH 6,5 e volume do meio de culturade
600 mL; (+) Ensaio 10: pH 5,5 e volume de meio de cultura de 500 mL.

O melhor resultado para o crescimento microbiano foi obtido nos Ensaios 3 e 8, onde
utilizou-se o pH 6,5 e um volume do meio de cultura de 400 mL. Nestes cultivos obteve-se
méxima concentracdo celular de 9,8 g/L, em 15 e 22 horas, e velocidades constantes de
crescimento, obtidas na fase linear, de 0,80 e 0,56 g/L.h., para os ensaios realizados com e
sem o controle do pH. As maximas concentragcdes celulares obtidas nos outros ensaios, bem
como a velocidade de crescimento constante na fase linear, estéo apresentadas na Tabela 4.1.
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Utilizando um volume de meio de cultivo menor, 400 mL, obteve-se maiores
concentragdes celulares e vel ocidades de crescimento mais el evadas, quando comparados com
0s ensaios realizados com um volume maior, 600 mL. Condigdes intermediérias de cultivo,
como no caso dos ensaios conduzidos com pH 5,5 e volume de meio de cultura de 500 mL,
ndo foram adequados ao crescimento do microrganismo, obtendo as menores concentractes
celulares, 2,5 e 3,3 g/L, paraos Ensaios 5 e 10, e velocidades de crescimento em torno de 0,36
g/L.h (Tabela 4.1). Estes resultados mostram a importancia da transferéncia de oxigénio para
0 crescimento do microrganismo. Um meio de cultura com volume menor representa uma
transferéncia de oxigénio maior, conseqiientemente 0 microrganismo possui mais oxigénio

dissolvido no meio para se desenvolver, ocorrendo um maior crescimento.

Tabela 4.1. Maximas concentragdes celulares e velocidades de crescimento constante,
obtidas nos ensaios realizados a 37°C, 150 rpm, com e sem o controle do pH ao longo do
cultivo.

Tempo Periodo
. pH pH Xmax onde se VX onde se
Ensios V(ML) nicia find  (gL)  obteve  (g/Lh)  obteveVx
Xmax (h) (h)
1 400 45 45 44 48 1,02 44-48
Com 2 600 45 45 32 48 0,49 42-48
controle 3 400 6,5 6,5 9,8 15 0,80 3-9
do pH 4 600 65 65 68 24 0,27 3-24
5 500 55 55 25 22 0.36 9-14
6 400 45 39 71 48 0,88 40-48
e 7 600 45 41 59 48 0,67 40-48
controle 8 400 65 61 98 22 0,56 3-15
do pH 9 600 65 54 43 22 0,18 3-22
10 500 55 47 33 22 0,37 6-11

Como nos ensaios anteriores, onde se avaliou a influéncia da fonte de nitrogénio, a
velocidade especifica de crescimento diminuiu ao longo do tempo, conforme mostram as
Figuras 4.8 e 4.9. O oxigénio pode ser considerado como o nutriente limitante nestes casos,
pois em experimentos conduzidos em frascos de Erlenmeyers ndo ocorre o fornecimento deste

nutriente ao longo do cultivo, podendo ter sido utilizado completamente pelo microrganismo.
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Figura4.8. Velocidade de crescimento especifica para os ensaios realizados com o meio PAY,
contendo 50 g/L de glicose, a 37°C, 150 rpm e com o controle do pH ao longo de todo o cultivo. (¢)
Ensaio 1: pH 4,5 e volume do meio de culturade 400 mL; (m) Ensaio 2: pH 4,5 e volume do meio de
culturade 600 mL; (A) Ensaios 3: pH 6,5 e volume de meio de cultura de 400 mL; (<) Ensaio 4: pH
6,5 e volume do meio de culturade 600 mL; (+) Ensaio 5: pH 5,5 e volume de meio de cultura de 500

mL.
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Figura4.9. Velocidade de crescimento especifica para os ensaios realizados com o meio PAY,
contendo 50 g/L de glicose, 37°C, 150 rpm e com o gjustedo pH inicia. (¢) Ensaio 6: pH 4,5e
volume do meio de culturade 400 mL; (m) Ensaio 7: pH 4,5 e volume do meio de cultura de 600 mL;
(A) Ensaios 8: pH 6,5 e volume de meio de culturade 400 mL; (<) Ensaio 9: pH 6,5 e volume do
meio de cultura de 600 mL; (+) Ensaio 10: pH 5,5 e volume de meio de cultura de 500 mL.

As Figuras 4.10 e 4.11 mostram 0 consumo de glicose para 0S ensaios que
apresentaram o controle do pH, e 0 aguste deste pardmetro no inicio do -cultivo,

respectivamente.
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Figura 4.10. Consumo de glicose para os ensai os realizados com o meio PAY, contendo 50 g/L de
glicose, a 37°C, 150 rpm e com o controle do pH ao longo de todo o cultivo. (¢) Ensaio 3: pH 6,5 e
volume de meio de culturade 400 mL; () Ensaio 4: pH 6,5 e volume do meio de cultura de 600 mL ;
(A) Ensaio 5: pH 5,5 e volume de meio de culturade 500 mL.

70,0
60,0 LI ¢
n &,
50,0 ~ o Sime,
T 400 | AN . =
2 EN Xxxx% "
»n 300 A X e
20,0 e, x =
A u
10,0 5, .
010 T T T f AAA& T T T 1
0 6 12 18 24 30 36 42 48
Tempo (h)

Figura4.11. Consumo de glicose para 0s ensai os realizados com o meio PAY, contendo 50 g/L de
glicose, a37°C, 150 rpm e com o gjuste do pH inicial. (¢) Ensaio 6: pH 4,5 e volume do meio de
culturade 400 mL; (m) Ensaio 7: pH 4,5 e volume do meio de cultura de 600 mL; (A) Ensaios 8: pH
6,5 e volume de meio de culturade 400 mL; (x) Ensaio 9: pH 6,5 e volume do meio de cultura de 600
mL.

O consumo de glicose iniciase na fase linear do crescimento microbiano, com
velocidades praticamente constantes, em todos os experimentos realizados. Para 0s ensaios
conduzidos com o controle do pH, a glicose é consumida quase totalmente, atingindo
concentragdes finais proximas de zero. Este fato ndo ocorre quando se gjusta somente o pH
inicial, obtendo-se elevadas quantidades de substrato no fina do processo, exceto para 0
Ensaio 8. As concentragOes residuais e as velocidades de consumo do substrato, para todos os

experimentos realizados, estéo apresentados na Tabela 4.2. Nos Ensaios 1, 2 e 10, percebe-se
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um baixo consumo da glicose pelo microrganismo, mas como a velocidade deste consumo

ndo foi constante, as Figuras 4.10 e 4.11 ndo apresentaram estes ensaios.

Tabela 4.2. Concentracdes residuais e velocidade de consumo de glicose, obtidas nos
ensaiosrealizados a 37°C, 150 rpm, com e sem o controle do pH ao longo do cultivo.

H H Periodo onde
Ensaios V(mL) . pr b Ses (Q/L) Vs(g/L.h) seobteveVs
inicial final )
1 400 45 45 44.8 0,0 -
Com 2 600 45 45 29,7 0,0 -
controle 3 400 6,5 6,5 0,0 3,90 3-13
do pH 4 600 65 65 1,0 226 3-24
5 500 55 55 1,7 4,40 9-14
6 400 45 39 10,4 8,13 42-48
Serm 7 600 45 41 7.9 7,02 42-48
controle 8 400 6,5 6,1 0,13 3,25 9-18
do pH 9 600 65 54 190 125 4-22
10 500 55 47 49 0,0 -

(*) Duas velocidades constantes de consumo: 4,40 g/L.h esté relacionado com aformagéo de céulas, e
3,28 g/L.h com a formac&o de produtos.

As maiores velocidades de consumo do substrato foram obtidos nos Ensaios 6 e 7,
utilizando o pH 4,5, com 8,13 e 7,02 g/L.h, entre 42 e 48 horas de cultivo. Provavelmente
seria possivel obter concentracGes de glicose proximas de zero no fina do processo, com
elevadas velocidades de consumo deste substrato. No entanto, ndo se pode afirmar se estes
fatos realmente ocorreriam, visto que estes cultivos ndo sdo completos. O processo foi
paralisado em apenas 48 horas, quando 0 microrganismo se encontrava apenas na fase linear
do crescimento. Somente no Ensaio 5 foi possivel observar duas velocidades de consumo de
substrato diferentes. A primeira, relacionada com o crescimento microbiano, possui uma
velocidade de 4,40 g/L.h, entre 9 e 14 horas. A segunda, com velocidade de 3,28 g/L .h, obtida

entre 15 e 22 horas de cultivo, refere-se aformagéo de produtos.

CondigOes aeradas favorecem o desenvolvimento do microrganismo, acangando
maiores concentracfes celulares. Desta maneira, 0 consumo da glicose presente no meio, e

conseguientemente a vel ocidade deste consumo, também devem ser maiores, afim de suprir as
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necessidades celulares relacionadas a este componente. Isto é observado anaisando os
resultados obtidos dos cultivos conduzidos a pH 6,5. Utilizando um volume de meio de
cultura menor, 400 mL, ocorreu um maior consumo de substrato, com uma velocidade mais

elevada, quando comparado com os ensaios realizados com 600 mL de meio de cultura.

A Tabela 4.3 mostra os fatores de conversdo substrato em células. Percebe-se uma
diferenca significativa de resultados somente nos Ensaios 3 e 5, com 0,21 e 0,08 gca/Qsub,
respectivamente. Este valor elevado indica que grande parte da glicose consumida pelo
microrganismo foi transformada em células, o que explica as maiores concentragdes celulares
obtidas no Ensaio 3. No caso do Ensaio 5, a glicose foi convertida provavelmente em
produtos, visto a baixa concentracéo celular alcangada, juntamente com o pequeno valor deste

parametro.

Tabeda 4.3. Fator de conversao substrato em células obtidas nos ensaios realizados a
37°C, 150 rpm, com e sem o controle do pH ao longo do cultivo.

Ensaios V (mL) pH inicial pH final Y x/s (Qca/ Gsub)

1 400 45 4,5 .
2 600 45 45 :

CO";I S%T'ro'e 3 400 6,5 6,5 0,21
4 600 6,5 6,5 0,12
5 500 5,5 5,5 0,08
6 400 45 3,9 0,11
7 600 45 4.1 0,10

Se”ggog‘: ole 8 400 6,5 6,1 0,17
9 600 6,5 5,4 0,14
10 500 5,5 4.7 !

Com relacdo a producdo dos aromas, cujos resultados sdo apresentados na Tabela 4.4,
as maiores concentracdes obtidas foram no Ensaio 8, com formacdo de 15,0 e 24,2 g/L de
acetoina e 2,3-butanodiol, em 24 e 20 horas de cultivo, respectivamente. O Ensaio 3 também
merece destaque, pois as concentragdes obtidas dos dois aromas foram muito proximas do
Ensaio 8, com producdo de 13,7 g/L de acetoina e 19,9 g/L de 2,3-butanodiol, em 24 e 15

horas de cultivo. Nestes ensaios, 0 volume do meio de cultura utilizado foi de 400 mL e pH de
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6,5, sendo o primeiro realizado com o gjuste do pH no inicio do processo, e o segundo com o
controle deste parametro durante o cultivo. Menores concentragbes de produtos foram
alcancadas nos ensaios sem 0 controle do pH. No Ensaio 9, somente 2,3-butanodiol foi
produzido, com 12,5 g/L em 22 horas de cultivo. O Ensaio 10 apresentou formagdo maxima
de 2,6 g/L de acetoinaem 17 horas.

Tabela 4.4. Concentragbes maximas de acetoina e 2,3-butanodiol, obtidas nos ensaios
realizados a 37°C, 150 rpm, com e sem o controle do pH ao longo do cultivo.

Tempo Tempo
Acetoina  ondese 2 3-Butanodiol onde se
Ensaios V (mL) pH Maxima  obteve M &ximo (g/L) obteve 2,3-
(g/L) acetoina butanodiol
(h) (h)
1 400 45 0,0 - 0,0 -
Com 2 600 45 0,0 - 0,0 -
controle 3 400 6,5 13,7 24 19,9 15
do pH
4 600 6,5 0,0 - 22,8 24
5 500 55 0,0 - 21,6 22
6 400 4,5 0,0 - 0,0 -
Sem 7 600 45 0,0 - 0,0 -
controle 8 400 6,5 15,0 24 24,2 20
do pH
9 600 6,5 0,0 - 12,5 22
10 500 55 2,6 17 0,0 -

Observa-se que em condic¢fes menos aeradas, utilizando 600 mL de meio de cultura, o
microrganismo ndo foi capaz de produzir acetoina. Em condi¢fes intermediérias, com o
controle do pH 5,5 ao longo do cultivo e volume de meio de 500 mL, ocorreu elevada
formacdo de 2,3-butanodiol, sem formacao de acetoina. Nos ensai os conduzidos com o pH 4,5
nao ocorreu formacdo de produtos, 0 que ja era esperado, pois 0 microrganismo ndo se

desenvolveu completamente nestes ensai os, atingindo somente a fase linear.

Analisando as Figuras 4.12 e 4.13, percebe-se que a formagédo dos produtos inicia-se
na fase linear e atinge suas maiores concentragdes na fase estacion&ia. Desta forma, a

producdo dos aromas ndo parece estar associada com o crescimento microbiano. Nos Ensaios
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3 e 8, onde se obteve a formag&o dos dois produtos, observa-se um aumento da concentracéo
de acetoina com uma diminuicéo de 2,3-butanodiol no final do cultivo. Isto ocorre devido a
biossintese de formagdo destes produtos, pois a acetoina pode ser transformada em 2,3-
butanodiol através de uma reacdo reversivel. Portanto, nestes casos, 2,3-butanodiol deve estar
sendo convertido para acetoina na etapa final do processo. Nos demais cultivos, onde somente
um aromafoi produzido, ndo se observa a diminuicdo da concentracdo, e conseqientemente o

outro aroma ndo esta sendo formado.
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Figura4.12. Formag&o dos produtos nos ensaios realizados com o0 meio PAY, contendo 50 g/L de
glicose, a 37°C, 150 rpm, e com o controle do pH ao longo do cultivo. (a) produgdo de acetoina: ()
Ensaio 3, pH 6,5 e volume de meio de cultura de 400 mL; (b) producdo de 2,3-butanodiol: () Ensaio
3, (m) Ensaio 4, pH 6,5 e volume de meio de cultura de 600 mL, (A) Ensaio 5, pH 5,5 e volume de
meio de culturade 500 mL.
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Figura 4.13. Formagéo dos produtos nos ensaios realizados com 0 meio PAY, contendo 50 g/L de
glicose, a 37°C, 150 rpm, e com o gjuste do pH inicidl. (a) produgéo de acetoina: (¢) Ensaio 8, pH 6,5
e volume de meio de culturade 400 mL; () Ensaio 10, pH 5,5 e volume de meio de cultura de 500
mL; (b) producéo de 2,3-butanodiol: (¢) Ensaio 8, (m) Ensaio 9, pH 6,5 e volume de meio de cultura
de 600 mL.
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Algumas amostras ndo foram apresentadas nas Figuras 4.12 e 4.13, pois as
concentragdes dos dois aromas foram muito baixas, ndo alcangando o limite de sensibilidade
datécnica utilizada.

O fator de conversdo substrato em produto (Yps) € a relacdo entre célula e produto
(Ypx) foram calculados somente para 0 Ensaio 5 e para 0 aroma 2,3-butanodiol, o Unico
produto formado, obtendo-se 0,33 Gprod/Jsub € 3,0 Gprod/Jear, respectivamente. Neste ensaio, a
velocidade de producdo do aromafoi de 1,08 g/L.h. Os demais cultivos ndo apresentaram uma
relacdo entre o crescimento do microrganismo e 0 consumo de glicose com a formagdo do

produto.

Analisando todos os resultados obtidos, observa-se que os Ensaios 3 e 8 apresentaram
valores muito préximos de concentracdo celular e produtos, e de consumo de substrato. Estes
ensaios foram realizados com o pH 6,5 e volume de meio de cultura de 400 mL, sendo a
diferenca o controle ou ndo do pH. Desta forma, fica claro que ao utilizar estas condigdes de
cultivo, o controle do pH ndo afeta de forma significativa os resultados obtidos. Nos demais
ensaios, maiores concentracdes celulares e de produtos, principal mente 2,3-butanodiol, e uma
baixa concentracdo residua de glicose foram acancadas nos cultivos que apresentaram o
controle do pH. Obtiveram-se também maiores velocidades de crescimento e consumo de

substrato, mostrando a importancia do controle deste pard@metro durante o processo.

Existem aguns trabalhos semelhantes presentes na literatura. COSTELLI (2005)
estudou a influéncia do pH inicia (4,5, 50 e 5,5) no crescimento da bactéria Bacillus
polymyxa e na producdo de acetoina, utilizando glicose como fonte de carbono. Os
experimentos foram conduzidos em frascos agitados. A maior producéo de células, 10,16 g/L,
e de acetoina 4,23 g/L foram obtidos utilizando o pH mais elevado, 5,5. Além disso, também
foi verificado que em pHs mais &cidos a duracéo da fase de adaptacdo é maior. No presente
trabalho, estudou-se também a influéncia do pH no crescimento do microrganismo e na
producdo do aroma acetoina, utilizando a glicose como fonte de carbono, em frascos agitados.
No entanto, 0 aroma 2,3-butanodiol também foi analisado, visto que a acetoina pode ser
transformada neste produto pelo microrganismo. Além disso, o pH foi avaliado juntamente
com a transferéncia de oxigénio, através do volume do meio de cultura (400, 500 e 600 mL),
0 qual afeta diretamente a formagdo dos aromas. Pelos resultados obtidos, maiores

concentragdes de células e produtos foram alcangados utilizando o maior pH, 6,5 e 0 menor



volume de meio de cultura, ou sga a maior transferéncia de oxigénio, atingindo
concentracdes de 9,8 g/L de células, 15,0 e 24,2 g/L de acetoina e 2,3-butanodiol. Desta
forma, verifica-se que a associacdo destas duas variaveis, pH e volume do meio de cultura,
favorecem um maior crescimento do microrganismo e producdo dos aromas. COSTELLI
(2005) utilizou um pH inferior e um volume do meio de cultura de 500 mL, diminuindo,
portanto, a concentragdo de oxigénio dissolvido no meio, afetando a producdo do aroma
acetoina. A maior concentracdo celular alcancada pelo autor foi ocasionada por um fenémeno

chamado diauxia, isto &, a presenca de duas etapas de crescimento exponencial.

Outros trabalhos na literatura mostram também a importancia do pH e da aeracéo na
formagdo dos aromas. NAKASHIMADA et a. (1998) utilizando Paenibacillus polymyxa,
também estudaram a influéncia do pH e da transferéncia de oxigénio na formacdo de
produtos. Os autores utilizaram um meio de cultura “basal”, sendo glicose a fonte de carbono.
Os experimentos foram realizados em frascos, para o estudo da transferéncia de oxigénio, e
biorreator para o pH. Os resultados obtidos mostraram que com o aumento do pH da cultura
(5,7-6,9) a producéo de acetato aumenta, mas etanol e 2,3-butanodiol diminuem. O aumento
do volume do meio de cultura significa que a transferéncia de oxigénio diminui, aumentando
a producéo de etanol e 2,3-butanodiol com a diminui¢éo de acetoina e acetato. JANSEN et al.
(1984) estudaram a influéncia do pH (4,2-6,0) e da aeracdo (0,048-0,007 mol/L/h) na
formacéo de 2,3-butanodiol, utilizando Klebsiella oxytoca cultivada em xilose, em biorreator.
Os autores observaram que entre os valores de pHs 4,4 a 5,8, o rendimento do produto ndo foi
afetado. Somente utilizando pH 6,0 ocorria uma diminuicéo de producdo, devido ainibicéo da
atividade da enzima produtora de 2,3-butanodiol. Com relacéo a aeracdo, maiores velocidades
de transferéncia de oxigénio favorecem o crescimento microbiano, e reduzem a producgéo de
2,3-butanodiol. Diminuindo esta transferéncia, maior concentracdo deste produto € formada.
MANKAD & NAUMAN (1992) estudaram a formacéo de diversos produtos no cultivo de
Bacillus polymyxa, utilizando um biorreator com um meio de cultura sintéico, e usando
glicose como fonte de carbono. As variaveis anaisadas foram o pH (5,8, 65 e 7,2) e a
velocidade de transferéncia de oxigénio, variando-se a velocidade de agitacdo (250 a 850
rpm). Os resultados mostraram que etanol e &cido lactico sdo formados sob condi¢des de
baixa disponibilidade de oxigénio, e 2,3-butanodiol € o produto predominante em condicdes
intermedidrias. A acetoina e o &cido acético sdo o0s Unicos produtos formados quando a

disponibilidade de oxigénio € elevada. Com relacdo ao pH, o melhor valor obtido para a
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producio de acetoina e 2,3-butanodiol foi de 5,8. Acido acético, lactico e formico sdo
produzidos em condigdes acalinas, em torno de 7,0. No presente trabalho, a maior aeracéo
produziu elevadas concentracdes de 2,3-butanodiol e acetoina. A utilizacdo de frascos para a
realizacdo dos cultivos pode explicar este fato, pois como ndo existe entrada de ar no meio de
cultura, 0 microrganismo consome este componente tornando-o limitante a partir de um
periodo do processo, e conseqientemente o microrganismo produz 2,3-butanodiol, devido a
baixa disponibilidade de oxigénio. A acetoina, provavelmente € produzida pela reacéo
reversivel do metabolismo microbiano, pois somente os Ensaios 3 e 8 apresentaram elevadas
formagdes do produto, sendo que nestes casos, a concentragcdo de 2,3-butanodiol diminuiu no
fina do cultivo. Com relacdo ao pH, ndo é possivel notar diferencas significativas de
resultados, pois a maior concentragdo de produtos obtidas neste trabalho foi utilizando o pH
6,5, valor um pouco maior dagueles utilizados pel os autores dos trabal hos descritos acima, em

torno de 6,0.

Como nos ensaios conduzidos com o controle de pH obteve-se uma maior producéo de
2,3-butanodiol, reaizou-se um estudo estatistico para verificar a influéncia dos dois
parémetros, pH e volume do meio de cultura, na formacdo deste produto. A acetoina ndo foi

avaliada, pois estafoi produzida somente no Ensaio 3.

4.2.1 Plangjamento experimental fatorial (Anexo V)

Elaborou-se um planejamento fatorial 22 com triplicata no ponto central, para avaliar
estatisticamente a influéncia do pH e da transferéncia de oxigénio na formacdo de 2,3-
butanodiol, nos ensaios conduzidos com o controle do pH. Para tanto, realizou-se a repeticéo
em duplicata do Ensaio 5. Estas repeticdes séo representadas pelos Ensaios 6 e 7. O volume
do meio de cultura (x1) € 0 pH (x2) sdo as variaveis de entrada (fatores) e as concentragdes
maximas de 2,3-butanodiol (y;) a de saida (resposta). Os diferentes valores de cada fator,

juntamente com a resposta obtida, sdo apresentados na Tabela 4.5.

A tabela de andlise de varidncia (ANOVA), obtida para o resultado de méaxima
concentracdo do produto, esta representada na Tabela 4.6. Com as somas e médias
quadraticas, juntamente com o teste F, € possivel verificar se 0 modelo linear, gjustado as

observagOes experimentais, pode ser considerado adequado ao processo.



46

Tabela 4.5. Resultados obtidos do planglamento fatorial com controle do pH.

Concentracéo
Ensaio Volume (mL) pH méximade 2,3-
butanodiol (g/L)
1 400 4,5 0,0
2 600 45 0,0
3 400 6,5 19,9
4 600 6,5 22,8
5 500 55 216
6 500 55 27,0
7 500 55 26,4

Tabela 4.6. Tabela de andlise de variancia para a concentracdo maxima de 2,3-
butanodiol obtida nos ensaios realizados com o controle de pH.

Fonte de Variacéo Soma Quadratica N umeLric;)greOgZus de Média Quadratica
Regressao 460,0275 3 153,3425
Residuos 369,3011 3 123,1004
Fatade Ajuste 351,7811 1 351,7811
Erro Puro 17,5200 2 8,7600
Tota 829,3286 6

% de variacdo explicada: 55,47

Aplicando o teste F, no nivel de confianca de 95%, o vaor obtido de Fcajcuado fOI de
40,16, muito maior que o valor com Fiapeado, 18,51, indicando que o modelo estimado
apresenta falta de gjuste. Foi possivel afirmar também, que 0 modelo ndo é estatisticamente

significativo, pois se obteve o valor de 1,26 para Fcaculado, SENd0 menor que 0 Frapeiado, 9,28

A porcentagem de variacdo explicada na tabela ANOVA representa o coeficiente de
correlagdo entre as respostas observadas e os vaores previstos pelo modelo gjustado.
Portanto, ndo houve uma boa correlacdo, visto que o valor da variacdo explicada é de 55,47%.
Para se obter uma boa correlacéo este valor deve estar préximo de 100%. A Figura 4.14

mostra o grafico da resposta observada pela resposta predita pelo modelo.
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Figura 4.14. Concentragdo méaxima de 2,3-butanodiol observada versus a concentracéo prevista pelo
modelo linear obtido para os experimentos com controle de pH ao longo do cultivo.

A Tabela 4.7 mostra os vaores dos coeficientes do modelo, com os seus efeitos
principais e de interagdo. E importante lembrar que nem todos os pardmetros obtidos
realmente influenciam a resposta. O nivel de confianca, ou nivel “p”, traduz a significancia
estatistica de cada pardmetro. A significancia estatistica de um resultado é uma estimativa de
até que ponto esse resultado é verdadeiro. O valor do nivel p representa um indicador
decrescente de confiabilidade de um resultado: quando mais ato o nivel p, menos se pode
confiar que a relagdo obtida entre varidveis da amostra € um indicador adequado da relacéo
entre as variaveis na populacdo. O valor comumente considerado “bom” para p é de 0,05 ou
menos (CARVALHO, 1999).

Analisando a Tabela 4.7 a concentracdo méaxima de 2,3-butanodiol é influenciada
positivamente pela média e pelo pH do meio de cultura, devido ao sina positivo que estes
efeitos possuem. O pH pode ser considerado a principal variavel que afeta a resposta, pois
apresenta maior magnitude dos efeitos. Utilizando um pH muito &cido, conforme visto
anteriormente, 0 microrganismo apresenta uma fase de adaptacdo muito longa, ndo ocorrendo
formacdo do produto. Em pHs mais proximos da neutralidade, o microrganismo se
desenvolve em periodos menores, sendo capaz de produzir 2,3-butanodiol. O volume do meio
de cultura afeta 0 processo, mais provavelmente este efeito ndo € muito significativo, pois

comparando os resultados obtidos neste plangjamento, em todos os diferentes volumes
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utilizados, atingiram-se quantidades de produtos muito proximas. A Figura 4.15 mostra o
gréfico de Pareto, onde é possivel visualizar os efeitos que influenciam a producéo de 2,3-

butanodiol.

Tabela 4.7. Efeito das variaveis independentes (entrada) sobre a concentracéo de 2,3-
butanodiol e os coeficientes de regressdo do modelo linear, para os ensaios realizados
com o controledo pH.

Vaidvels  Efeitos Desvio p Coeficientes  Desvio
Padréo de Regressdo Padréo

Média 16,8143* 1,1187 0,0044 16,8143 1,1187

X1 - volume 1,4500 2,9597 0,6727 0,7250 1,4799
X2 —pH 21,3500* 2,9597 0,0187 10,6750 1,4799
X1 — X 1,4500 2,9597 0,6727 0,7250 1,4799

Efeitos significativos no intervalo de 95% de confianca.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: 2,3-Butanodiol
2**(2-0) design; MS Pure Error=8,76
DV: 2,3-Butanodiol
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Figura 4.15. Efeitos principais e de interagdo na produc&o de 2,3-butanodiol, nos ensai os realizados
com controle do pH ao longo do cultivo.

O modelo estimado esta representado pela Equacio 4.1. E importante ressaltar que,
como ndo sdo todos os parametros que afetam a producdo de 2,3-butanodiol, somente

consideram-se os efeitos significativos.

C, 1 butanodio = 16,8143+10,6750- X, (4.1)
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A Figura 4.16 mostra a superficie de resposta obtida para 0 modelo estimado, onde é
possivel verificar que a producdo de 2,3-butanodiol pode ser melhorada pelo aumento do pH e
do volume do meio de cultura, isto &, pela diminuicdo da transferéncia de oxigénio. Através
dos resultados obtidos neste planegjamento, onde se alcancou elevadas concentractes de 2,3-
butanodiol em quase todos os cultivos realizados, exceto nos ensaios conduzidos com o pH
4,5, 0 aumento do volume do meio poderia favorecer uma maior producdo do produto,
conforme apontam alguns trabal hos presentes na literatura. DE MAS et al. (1988) verificaram
gue a dtas transferéncias de oxigénio, baixas concentragbes de 2,3-butanodiol foram
encontradas, enquanto quantidades maiores de acetoina e acetato foram obtidas. Resultado
semelhante foi obtido por SEREBRENNIKOV (1995), que encontrou concentracfes maiores
de 2,3-butanodiol em meios menos aerados, e maior producéo de acetoina utilizando uma
aeracdo mais elevada. Com relacdo ao pH, condicdes alcalinas (acima de 6,3-6,5) favorecem a
formacao de acidos organicos, com uma diminui¢do do rendimento de butanodiol (GARG &
JAIN, 1995). Portanto, com um aumento do pH, provavelmente a producéo de 2,3-butanodiol

diminuiria

Fitted Surface; Variable: 2,3-Butanodiol
2**(2-0) design; MS Pure Error=8,76
DV: 2,3-Butanodiol
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Figura 4.16. Superficie de resposta do modelo linear obtido para a méxima concentracéo de 2,3-
butanodiol, nos ensaios realizados com controle do pH.
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O modelo linear estimado ndo pode ser considerado adequado ao processo, Visto que,
além de ndo ser estatisticamente significativo, apresenta falta de gjuste. Para se obter um
modelo que represente realmente as observacdes experimentais, seria necessario realizar um
novo plangjamento, chamado de estrela. Com este plangiamento é possivel determinar os

model os quadraticos, que provavelmente se gjustaria aos resultados obtidos.

4.3 Ampliacdo de escala

Neste ensaio utilizou-se um biorreator de 6L para ampliar a escala do processo,
visando uma elevada formagdo dos produtos de interesse. Este ensaio foi realizado com o
controle do pH 6,5, considerado nos cultivos anteriores conduzidos em frascos agitados, a
melhor condicdo para se obter maiores concentracdes dos aromas. A Figura 4.17 mostra o
crescimento do microrganismo, 0 consumo de substrato e a formagdo dos produtos neste

ensaio.

Através dafigura, € possivel observar que o crescimento do microrganismo apresentou
as fases de adaptacéo, exponencial, linear e a estacioné&ria. Neste ensaio, a fase de adaptacéo
fol um pouco maior que nos ensaios realizados em frascos agitados, com duragdo de 5 horas.
Apbs este periodo, o microrganismo atingiu a fase exponencial, entre 6 e 9 horas de cultivo,

com uma vel ocidade especifica maxima de crescimento de 0,72 ht.

60,0
50,0
40,0
30,0
20,0
10,0
0,0

X (glL)
SePs(glL)

0 2 46 81012141618202224
Tempo (h)

Figura4.17. Ensaio realizado em biorreator: () crescimento microbiano, () consumo de glicose,
(A) concentragdo de 2,3-butanodiol e (x) acetoina, cultivados a 37°C, com controle do pH 6,5, eem
condicOes aerobicas ao longo de todo o cultivo.
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A maxima concentragdo de biomassa obtida ocorreu em 11 horas de processo, com
producéo de 7,6 g/L de células. Neste periodo, pode-se perceber a limitacdo de algum
nutriente do meio de cultura. O oxigénio fornecido ao microrganismo foi controlado
utilizando-se uma sonda, cuja medicdo é feita em porcentagem de oxigénio dissolvido no
meio de cultura. Conforme 0 microrganismo se desenvolve e consome o0 oxigénio, o valor da
porcentagem diminui. Ao ocorrer limitagdo de algum nutriente no meio de cultura, o
crescimento do microrganismo  se  estabiliza, entrando na fase estaciondria, e
consequentemente a porcentagem de oxigénio comega a aumentar, pois este componente ndo
€ mais consumido para 0 seu desenvolvimento. O oxigénio presente no meio é utilizado

somente para a manutencado celular.

Ao dingir a fase exponencial, 0 microrganiSmo comega a consumir 0 substrato
presente no meio de cultura, visando primeiramente a formacdo de células. Nesta fase, a
glicose é consumida a uma velocidade constante de 5,81 g/L.h, entre 7 e 12 horas de cultivo.
Na fase estacionaria, a glicose é convertida em produtos, e a sua velocidade constante de
consumo diminui, 1,49 g/L.h, entre 14 e 22 horas, atingindo concentragBes muito proximas de
zero no final do cultivo. O fator de conversdo substrato em células (Y x;s) obtido neste ensaio
foi de 0,31 ges/gsub- A Figura 4.18 mostra somente o consumo de glicose neste ensaio, onde €

possivel visualizar melhor as duas vel ocidades obtidas.

60,0 -
500+ o e,
S w0t * y = -5,8101x + 90,011
N R? = 0,0965
o 30,0
e 200 y = -1,4860x + 32,741
o
© 100 R?=0,9815
O’O T T T T T T T T T T - ?

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Tempo (h)

Figura 4.18. Consumo de glicose para 0 ensaio realizado em biorreator, a 37°C, com controle do pH
6,5 e em condic¢des aerdbicas: (¢) consumo de glicose durante o cultivo, (m) velocidade de consumo
de glicose relacionada com o crescimento do microrganismo, (A) velocidade de consumo de glicose

relacionada com aformag&o dos produtos.
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As concentragdes de produtos foram muito inferiores aos resultados obtidos nos
ensaios anteriores, em frascos agitados. Atingiram-se apenas 4,3 e 3,5 g/L de acetoina e 2,3-
butanodiol, respectivamente, no final do processo. O fator de conversdo substrato em produtos
(Yeis) foi de 0,06 gprod/dsun Para a acetoina, indicando também a baixa producéo deste aroma.
N&o foi possivel calcular este fator para o 2,3-butanodiol, pois este aroma néo teve relagdo
com o consumo de glicose, visto que sua formagdo comega somente em 20 horas de cultivo, e
neste periodo a glicose se encontra em concentragdes muito proximas de zero no meio de
cultura. Provavelmente a formag&o de 2,3-butanodiol ocorreu através da acetoina, por uma
reacdo reversivel. Na rota metabdlica, o 2,3-butanodiol é o produto posterior da formagdo de
acetoina. Desta maneira, a concentracdo de acetoina deveria diminuir no final do processo,
pois seria convertida em 2,3-butanodiol pelo microrganismo. Este fato ndo ocorreu, visto que
as maiores concentragdes de produtos foram obtidas em 24 horas de cultivo. Portanto, seria
necessario realizar um cultivo com uma duracdo maior, para verificar se a formacéo de 2,3-

butanodiol realmente ocorre através da reagdo reversivel utilizando acetoina.

A Tabela 4.8 mostra os resultados obtidos neste ensaio, em biorreator, e no Ensaio 3,
realizado em frasco agitado com o controle do pH 6,5.

Tabela 4.8. Resultados obtidos no biorreator e no Ensaio 3, realizado com o controle do
pH 6,5 em frascos agitados.

Resultados Biorreator Frascos Agitados

X (g/L) 7,6 98

tma (h) 0,72 N&o ha fase exponencial
Ses (9/L) 0,0 0,0
Vs(g/L.h) 5,81 3,90
Y x5 (Goa/Gsub) 0,31 0,21
Acetoina (g/L) 43 13,7
Butanodiol (g/L) 3,5 19,9

Os melhores resultados de formag&o dos produtos foram obtidos no ensaio em frascos
agitados. Esta diferenca pode ser explicada pela presenca do oxigénio durante todo o cultivo

no biorreator. Este componente em excesso provavelmente inibiu aformagdo dos produtos.
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Segundo BARBOSA & TORRES (1998), o rendimento energético da fermentacéo é
muito menor do que o da oxidacdo aerébia. Este baixo rendimento é revelado pela baixa
velocidade de crescimento apresentada pel os microrganismos fermentativos que, via de regra,
desenvolvem-se muito mais lentamente do que bactérias crescendo em aerobiose. Portanto, no
inicio do processo o oxigénio é importante, pois favorecerd o crescimento do microrganismo.
Nos dois ensaios realizados, em frascos e em biorreator, existe oxigénio presente no meio de
cultura no comego do cultivo, sendo que este componente sera utilizado para a formagéo de
biomassa, obtendo-se elevadas concentragdes de células, conforme observado na Tabela 4.8.
A menor formagdo de células em biorreator provavel mente pode ser explicado pela limitagdo
de algum componente no meio de cultura. Neste caso, 0 componente limitante ndo foi o
oxigénio, pois este foi fornecido ao longo de todo o cultivo. Além disso, com o fornecimento
do oxigénio, o microrganismo atingiu a fase exponencial, onde foi possivel calcular a
vel ocidade especifica de crescimento no biorreator, 0 que ndo ocorreu nos ensaios em frascos
agitados, pois esta velocidade diminuiu ao longo do tempo, provavel mente devido a limitagéo
deste componente no meio de cultura. O fornecimento do oxigénio durante 0 processo
também favorece o consumo da glicose, obtendo-se vel ocidades maiores em biorreator do que
em frascos, e, consequentemente, o fator de conversdo substrato em células apresenta um
valor mais elevado.

No entanto, 0 oxigénio presente no meio de cultivo ndo favorece a formagéo dos
produtos, visto que a sua producdo ocorre via processo fermentativo, conforme explicado no
item 1.5 do Capitulo 1. No caso do frasco, em algum momento do processo, ocorrera a
limitac&o do oxigénio, e conseqlientemente as células comegam a formar os dois produtos de
interesse através do processo fermentativo. Como se obteve grande concentragdo de biomassa,
maiores concentragdes de produtos serdo formadas, pois existirdo mais células para
transformar a glicose em produtos. Isto pode explicar amaior produgdo dos aromas utilizando
um volume de cultura menor, com maior transferéncia de oxigénio. No biorreator, a presenca
do oxigénio durante todo o processo favorece o crescimento do microrganismo, mas afeta
negativamente a formac@o dos produtos. Provavelmente, se o fornecimento de ar fosse
interrompido no inicio dafase estacionéria do crescimento microbiano, maiores concentractes

de produtos poderiam ter sido formados.



5 CONCLUSAO

A partir dos estudos realizados neste trabalho, onde foi possivel analisar a influéncia
da fonte de nitrogénio, pHs e transferéncia de oxigénio no crescimento da bactéria Bacillus
polymyxa, consumo de glicose e producéo dos aromas acetoina e 2,3-butanodiol, as seguintes

conclusdes foram obtidas:

e Dentre as fontes de nitrogénio estudadas, o extrato de levedura apresenta os melhores
resultados de crescimento microbiano, consumo de glicose e producéo de acetoina e 2,3-

butanodiol;

e O pH influencia a fase de adaptac&o do microrganismo, apresentando uma longa duragéo
em condicdes &cidas, ocasionada pela diferenca de pHs entre 0 meio de cultura do ensaio

edo inéculo;

e Em condiges &cidas (pH 4,5) o microrganismo é capaz de modificar seu metabolismo e

se desenvolver;

e Ocorre limitagdo de algum nutriente no meio de cultura nos cultivos realizados em
frascos, provavelmente o oxigénio, levando a diminuicdo da velocidade especifica do

crescimento microbiano;

e O crescimento do microrganismo € influenciado pela transferéncia de oxigénio e pelo pH
do meio de cultivo. Valores de pHs maiores e elevadas transferéncias de oxigénio (volume

de meio de cultura menor) favorecem o desenvolvimento do mesmo;

e O controle ou ndo do pH afeta somente a velocidade de crescimento do microrganismo,

obtendo-se maiores vel ocidades com o control e deste parametro ao longo do processo.

e O controle do pH favorece o consumo de glicose pelo microrganismo, atingindo

concentragdes finais de substrato proximas de zero no final do processo;

e A formagdo dos aromas ndo parece estar associada ao crescimento microbiano, visto que

as maiores concentracdes de produtos foram obtidas na fase estacionéria;

e As melhores condicdes do processo para o crescimento do microrganismo, formacéo de
produtos e consumo de substrato, utilizando frascos agitados, foram: controle do pH 6,5

durante o cultivo e volume de meio de cultura de 400 mL;
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O modelo linear estimado pelo plangjamento experimental fatorial ndo foi adequado ao

processo, pois além de ndo ser estatisticamente significativo, apresentou falta de gjuste;

No inicio do processo, elevadas aeracBes favorecem o crescimento do microrganismo,

pOis este ocorrerd por processo aerobio;

Transferéncias de oxigénio elevadas auxiliam o crescimento exponencia do
microrganismo, conforme foi verificado no ensaio em biorreator. Este fato n&o foi

observado nos ensaios em frascos agitados;

A aeracdo continua prejudica a formagao dos produtos, obtendo-se concentragdes muito
menores no biorreator daquel as atingidas nos ensaios em frascos agitados, visto que a sua

producdo ocorre via processo fermentativo, isto €, anaerobio.
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6 SUGESTOES

Ampliar o tempo de duracdo dos cultivos, para verificar se a produgdo da acetoina ocorre
através do 2,3-butanodiol, pelareacdo reversivel;

Redlizar ensaios em biorreator, interrompendo a aeracdo na fase estacionéria do
crescimento microbiano, visto que as maiores concentraces de produtos foram obtidas

nesta fase, e estes sdo formados por processos fermentativos.

Determinar o coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (k_a) e estudar este

paréametro na producéo dos aromas, pois a aeracéo afeta a formacéo dos produtos,

Realizar um estudo da temperatura, umavez que a temperatura 6tima da enzima produtora

de 2,3-butanodiol € diferente da enzima produtora de acetoing;

Realizar a dosagem de outros compostos que podem ser produzidos durante o cultivo em
biorreator, como o diacetil.
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8 ANEXOS

Anexo | — Calculo para determinacdo da concentracdo de nitrogénio para 0s ensaios
realizados com sulfato de amonio e uréia

1. Célculo da concentracéo de nitrogénio no extrato de levedura

Dado: Extrato de levedura = 10% (p/p) de N

10 g de nitrogénio — 100 g de extrato
X g de nitrogénio — 13,1 g de extrato

x = 1,31 g de nitrogénio

Cada ensaio fermentativo deve conter 1,31 g de nitrogénio

2. Célculo da concentracéo de nitrogénio no sulfato de aménio
Dados : Peso molecular: 132,13

99% de pureza

132,13 g de sulfato de amonio — 28 g de nitrogénio
X g de sulfato de ambnio — 1,31 g de nitrogénio

X = 6,18 g de sulfato de ambnio

100 g (total) — 99 g de sulfato de ambnio
X g — 6,18 g de sulfato de aménio

X=624¢

Concentracao de sulfato de ambnio no ensaio fermentativo: 6,24 o/L




3. Calculo da concentracéo de nitrogénio na uréia
Dados. Peso molecular: 60,66

99,5% de pureza

60,66 g de uréia— 28 g de nitrogénio
x g deuréia— 1,31 g de nitrogénio

x= 2,84 gdeuréia

100 g (total) — 99,5% de uréia
X g—2,84gdeuréia

x=285¢

Concentracao de uréia no ensaio fermentativo: 2,85 g/L
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Anexo |l —Curva de calibracao para determinacéo da concentracéo celular
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y = 0,4133x - 0,0612
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Figura 1. Exemplo da curvade calibragdo para o ensaio realizado com extrato de levedura no estudo
dainfluéncia dafonte de nitrogénio.



Anexo || —Curva de calibracgéo para acetoina e 2,3-butanodiol
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Figura 2. Exemplo da curva de calibragdo para 0 aroma acetoina
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Figura 3. Exemplo da curva de calibragéo para o aroma 2,3-butanodiol.



Anexo |V — Dados dos produtos obtidos da cromatogr afia gasosa
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Figura 4. Exemplo do cromatograma obtido na amostra de 20 horas para 0 Ensaio 10, no estudo da
influénciado pH e da transferéncia de oxigénio.
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Anexo V — Plangjamento de experimentos

Em mundial, vérios estudos tém sido feitos visando a obtencdo de novos produtos a
partir de microrganismos. No entanto, o alto custo operacional, o baixo rendimento de
biomassa e metabdlitos, associados a0 elevado tempo de cultivo levam, muitas vezes, a
inviabilidade da produgdo em escala industrial, havendo, por conseguinte, a necessidade de
um delineamento experimental com vistas a obtencdo de um melhor rendimento, com

diminuicéo dos custos operacionais (NUNES, 2001).

A utilizacdo de uma abordagem tradicional, para um delineamento experimental, com
0 objetivo de avaliar diversas variaveis na resposta de um sistema foi, por muito tempo, a
variacdo de “um de cada vez”. Nessa abordagem € possivel retirar alguma informacéo Util do
sistema, mas com um inconveniente: um nimero muito grande de experimentos, quando se
desgja pesguisar uma grande, e completa, faixa de variaco das variaveis, ou informacdes
incompletas sobre o sistema, a0 se redizar menos experimentos. 1Sso ocorre porque
freqUentemente ha influéncias de uma varidvel sobre outra (chamada “interacao”), de forma
gue a variacdo de uma variavel a pode demonstrar um efeito na resposta para um certo valor
de uma variavel b, mas um efeito diferente quando essa variavel b apresenta um novo valor

(CARVALHO, 1999).

Além disso, todos os dados experimentais estao sujeitos a uma variedade de fontes que
induzem uma variagdo nas medidas. Estas variacbes podem ocorrer devido a diferencas
fixadas entre méquinas, diferencas ao acaso devido a mudancas nas condigdes ambientais,
erros de medidas de leituras instrumentais, ou efeitos devido a muitas outras influéncias
conhecidas e desconhecidas (MASON et al., 2003). Portanto, pararealizar um experimento de
forma eficiente, deve ser utilizada uma abordagem cientifica para o seu plangamento. Tal
abordagem é identificada por meio do termo “plangjamento estatistico de experimentos’
(LUERCE, 2002).

Os plangjamentos estatisticos sdo eficientes na eliminacdo de influéncias conhecidas e
desconhecidas, garantindo que os experimentos fornecam informagdes precisas sobre as
respostas de interesse. Dados analisados por técnicas estatisticas ajudam a clarear e resumir
aspectos dos dados experimentais. (MASON et a., 2003). Usando plangamentos

experimentais, baseados em principios estatisticos os pesguisadores podem extrair do sistema
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em estudo o méximo de informagdo Util, fazendo um nimero minimo de experimentos
(BARROSNETO et al., 1995).

Portanto, 0s estudos experimentais envolvem duas partes. o plangamento
experimental e a andlise estatistica. Primeiramente, devem-se determinar quais as variaveis de
interesse, de entrada (fatores) e de saida (respostas), bem como os niveis (valores) nos quais
cada fator serd investigado. Desta forma, pode-se programar ensaios através de um
plangamento fatorial, definindo as condigdes experimentais a serem utilizadas. Segundo
BOX et a. (1978) o plangamento fatoria é freglientemente utilizado em estudos de processos
parainvestigagdes qualitativas ou quantitativas, explorando os efeitos das varidveis de entrada

sobre as variaveis de saida

Para estudar o efeito de qualquer fator sobre a resposta é preciso fazé-los variar e
observar o resultado desta variac&o. 1sso implica narealizagdo de ensaios em pelo menos dois
nivels desse fator. Um plangjamento fatorial em que todas as varidveis sdo estudadas em
apenas dois niveis € o mais simples de todos eles. Existindo k fatores, isto €, k varidveis
controladas, o plangjamento de dois niveis ira requerer a realizacéo de 2 ensaios diferentes.
Os erros experimentais, associados aos ensaios e a0 experimentador, sdo estimados realizando
ensaios em duplicada ou triplicata. Com essa estimativa pode-se determinar, de uma maneira
guantitativa, se 0 modelo utilizado representa satisfatoriamente as observacfes, ou se é
necessario acrescentar-lhe mais termos (BARROS NETO et a., 1995).

Apbs determinar os resultados do plangamento, podem-se estimar os efeitos
principais e de interagdo dos fatores sobre as respostas do processo, e conseqientemente os
efeitos mais significativos, para gustar um modelo linear (primeira ordem) que melhor
correlaciona as variaveis de entrada e saida. Segundo Werkema e Aguiar (1996), citado por
LUERCE (2002), o efeito de um determinado fator é definido como a mudanca sofrida pela
varidvel resposta quando passa do nivel mais baixo para o nivel mais alto do referido fator. Se
0 comportamento de um fator ndo € o mesmo nos outros niveis de um segundo fator, ha
interacdo entre 0S Mesmos.

A metodologia de superficie de resposta (RSM, Response Surface Methodology) tem
sido empregada satisfatoriamente na andlise, modelagem e otimizagdo de diversos processos

industriais. A modelagem usualmente é feita através do guste de modelos lineares ou
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quadraticos aos resultados experimentais obtidos a partir de plangamentos fatoriais
(BARROSNETO et al., 1995).

Planejamento fatorial 2% com ponto central

Neste trabalho foi realizado um planejamento fatorial completo 22, com triplicata no
ponto central, cujas variaveis de entrada foram o volume e o pH do meio de cultura, e a
concentracdo de 2,3-butanodiol a varidvel de saida A Tabela 1 mostra os niveis de cada

variavel de entrada, juntamente com seus respectivos valores codificados.

Tabela 1. Valoresreferentes aos niveis dos fator es codificados.

) Codificacéo
Fatores Simbolo
-1 0 +1
Volume (mL) X1 400 500 600
pH X2 4,5 5,5 6,5

O plangjamento apresentou um total de 7 ensaios realizados em ordem aeatéria
(Tabela 2). A deatorizagcdo dos ensaios permite que os efeitos dos fatores ndo controlados,
gue podem estar presentes em cada experimento afetando a resposta, sejam balanceadas entre

todas as medidas, de forma a evitar erros na avaliacdo dos resultados.

Tabela 2. Ensaios do planejamento experimental 2° com ponto central.

Ensaios X1 X2
1 -1 -1
+1 -1

-1 +1

+1 +1

~N | (01 | B (wN
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O procedimento usual de avaiacdo do desempenho de um modelo iniciase pela
andlise dos desvios das observacbes em relacdo a média global, conforme descrito em
BARROS NETO et al. (1995). O desvio de um vaor observado em relacéo a média de todas
as observagdes, em termos quantitativos, é dado pela soma dos quadrados dos desvios, sendo
chamadas, portanto, de somas quadraticas (SQ) (Equacdo 1).

SQT=SQR—SQr

3005356 £505) o

Onde:

m = numero dos diferentes niveis
n, = nimero de repeticdes no nivel i
j =identificacéo darepeticdo

Y; = respostas observadas

y, = média das respostas observadas no nivel i

A

y, = valor estimado pelo modelo
SQ; = somaquadratica em torno damédia
Ny = soma quadrética devido a regressdo
N, = somaquadréticaresidua
Uma parte da variagdo total das observagdes y; em torno da média € descrita pela

equacdo de regressdo, e o restante pelos residuos. Quanto maior for a fracdo descrita pela
regressao, melhor serd o gjuste do modelo.

O residuo total deixado pelo modelo pode ser decomposto em duas parcelas:
&r = ggep + mfa;

S35 550 $36%]
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Onde:

N, = soma quadratica devido ao erro puro

N, = somaquadréticadevido afaltade guste

O primeiro termo da Equacéo 2 reflete apenas a dispersdo das respostas repetidas ao
redor de suas médias em cada nivel, dando uma medida do erro aeatério que af eta a resposta,
sendo chamada de soma quadratica devido a0 erro puro (SQg). O segundo termo, soma
quadratica devido a falta de gjuste (SQk,), depende do modelo e sera tanto maior quanto mais
as estimativas para um dado nivel se afastarem do valor médio das respostas neste nivel.
Portanto, esta soma quadratica fornece uma medida da falta de ajuste do modelo as respostas

observadas.

Quando se divide a soma quadrética pelos graus de liberdade, obtém-se a média
quadratica, sendo possivel determinar a significancia estatistica da regressdo, como também

verificar se 0 modelo estd bem gjustado, utilizando o teste F de significancia.

Quando A = 0, x e y ndo apresentam relacdo, podendo-se demonstrar que as médias
quadraticas devido a regressdo e ao residuo seguem uma distribuicdo F (Equacéo 3). O teste
da hipotese nula pode ser realizado utilizando o valor efetivamente calculado de MQr/MQ;, €
comparando este valor com 0 de Fiapeiado, NO Nivel de confianga desejado. Para que a regressdo
possua fins preditivos, e ndo somente significancia estatistica, o valor de Fcacuado deve ser, no

minimo, quatro vezes maior que o valor de Fiapeiado-

FV \4 ~ MQR
SEY)

©)

Onde:

MQy = médiados quadrados da regressio
MQ, = médiados quadrados dos residuos
v, = graus de liberdade da regresséo

v, = graus de liberdade dos residuos
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O gjuste do modelo é determinado através de um teste F da razéo MQx,/MQep. Este
valor deve ser pequeno comparado com Fiapeado, @0 Nivel de confianca estipulado, paraindicar
gue o modelo esta gjustado as observacoes.

A Tabela 3 mostra a tabela da andlise de varidncia, conhecida como ANOVA,

utilizada para o ajuste dos parémetros do modelo pelo método dos minimos quadrados.

Tabela 3. Tabela de andlise de variancia.

_— . Numero de Graus - ..
Fonte de Variagdo Soma Quadrética de Liberdade Média Quadrética
m n A 2
Regresso Qr =ZZ[yi— yj p-1 MQq = 5/, 4
i
m n N 2 m
. _ o n— MO, =
Residuos N, szz(y, y) p Q, % _p
m n A _ 2 w
Faltade gjuste Ny ZZ j (yi— 'j m-p MQ,, =~ <® Mo p
m N _ 2 32
Erro Puro SQGPZZ‘ j (yij_yij n—m MQ,, = e%_m
m n _ 2
Total @T ZZZ(YH - yJ n-1
i

% de variacdo explicada = SQ%Q

Onde:

n= ndimero total de observacdes

p = nimero de parémetros do modelo
O modelo linear obtido neste trabalho é representado genericamente pela Equagéo 4.

y=by,+b -x +b, - X, +b; - X - X, (4)



Onde:

y = estimativa dos valores popul acionais das respostas
by, b,,b,, b, = coeficientes de regressdo

X, = volume do meio de cultura (efeito principal)

X, = pH do meio de cultura (efeito principal)

X, - X, = efeito de interagdo entre as duas variaveis
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