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RESUMO

PEREIRA, V. S. Influéncia da transferéncia de oxigénio na producao de lipideos
e carotenoides por Rhodotorula glutinis. 2020. 108 p. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias) - Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de Sao Paulo, Lorena,
2020.

A producgéo brasileira de biodiesel vem crescendo nos ultimos anos devido ao
aumento do teor minimo deste produto no combustivel final. O 6leo de soja representa
aproximadamente 70% da matéria prima utilizada para producao de biodiesel no
Brasil, desta forma, a busca por novas fontes de matéria-prima que possam substituir
parcialmente o 6leo de soja nesta cadeia produtiva tem despertado consideravel
interesse, tendo os lipideos produzidos por microrganismos oleaginosos um promissor
potencial para tal finalidade. Dessa forma o presente trabalho avaliou a influéncia da
transferéncia de oxigénio sobre a producao de lipideos e carotenoides pela levedura
Rhodotorula glutinis, em cultivos realizados em frascos agitados e biorreatores de
agitagdo pneumatica (500 mL), utilizando glicerol como fonte de carbono. Na primeira
etapa do trabalho a influéncia da concentracao de substrato (70, 95 e 125 g/L), da
agitacao (150, 200 e 250 rpm) e da relacao entre volume de frasco e volume de meio
(2,5, 3,75 e 5,0) sobre o k.a foram avaliadas visando o estabelecimento de um modelo
matematico para descricdo do comportamento desta varidvel em frascos agitados.
Esse modelo foi utilizado para estabelecer as condicbes experimentais na segunda
etapa do estudo, em que a influéncia do k.a (20, 30 e 40 h'') e da concentragdo de
glicerol (70, 95 e 125 g/L) sobre a produgcdo de carotenoides e lipideos foram
avaliadas. Nesta etapa verificou-se um aumento da producédo de carotenoides e
lipideos com o aumento de ambas as variaveis, kia e concentracdo inicial de
substrato. Nos estudos em biorreatores de bancada, primeiramente avaliou-se a
influéncia do tamanho de poro dos dispersores de ar (2 e 200 um), da vazao de ar
(0,25 e 1,00 vvm) e do tipo de biorreator (Air-lift e coluna de bolhas) sobre o kcae o
tempo de mistura. Nesta etapa verificou-se que o biorreator tipo coluna de bolhas
com dispersor com poros de 2 um permitiu alcangar os maiores valores de k.a, sendo
este o conjunto utilizado na etapa seguinte de cultivos da leveduras Nos cultivos em
biorreatores avaliou-se a influéncia do k.a (75, 125 e 175 h'') e da concentragéo inicial
de glicerol (70, 160 e 250 g/L) sobre a producao de carotenoides e lipideos. Nesta
etapa foram alcancadas concentracbes de até 591 mg/L e 12,52 ¢g/L, para
carotendides e lipideos, respectivamente. Verificou-se ainda que as condi¢coes de
cultivo que maximizam a produgéo de lipideos podem néo coincidir com as condigdes
6timas para a producdo de carotenoides, e que o emprego dos modelos que
descrevem o comportamento da producdo de ambos os metabdlitos pode ser uma
ferramenta importante para estabelecer as condigcdes de processo que atendam da
melhor forma possivel as necessidades pretendidas para o bioprocesso.

Palavras-chave: k.a. Coluna de bolhas. Lipideos. Carotenoides.






ABSTRACT

PEREIRA, V. S. Influence of oxygen transfer on lipid and carotenoid production
by Rhodotorula glutinis. 2020. 108 p. Dissertation (Master of Science) - Escola de
Engenharia de Lorena, Universidade de Sao Paulo, Lorena, 2020.

Brazilian biodiesel production has been growing in recent years due to the increase in
the minimum content of this product in the final fuel. Soybean oil represents
approximately 70% of the feedstock used for biodiesel production in Brazil, so the
search for new sources that can partially replace it in this production chain is of
considerable interest, with lipids produced by oleaginous microorganisms being a
potential substitute for this purpose. Thus, the present work evaluated the influence of
oxygen transfer on the production of lipids and carotenoids by the yeast Rhodotorula
glutinis, in cultures carried out in shaken flasks and pneumatically agitated bioreactors
(500 mL), using glycerol as the carbon source. In the first stage of the work, the
influence of substrate concentration (70, 95 and 125 g/L), agitation frequency (150,
200 and 250 rpm) and the relationship between bottle volume and medium volume
(2.5, 3.75 and 5.0) on k.a were evaluated in order to establish a mathematical model
to describe the behavior of this variable in shaken flasks. This model was used to
establish the experimental conditions in the second stage of the study, in which the
influence of k.a (20, 30 and 40 h'') and the glycerol concentration (70, 95 and 125 g/L)
on the production of carotenoids and lipids were evaluated. In this stage was an
increase in the production of carotenoids and lipids with the increase of both variables,
k.a and initial substrate concentration. In studies in bioreactors, the influence of two
spargers with different porosities (2 and 200 um), air flow (0.25 and 1.00 vvm) and the
type of bioreactor (Air-lift and bubble column) on k.a and mixing time were evaluated.
It was verified that the bubble column bioreactor equipped with a 2 um of porosity
sparger allowed to achieve the highest k.a value. In the cultivations in bioreactors, the
influence of k.a (75, 125 and 175 h') and the initial glycerol concentration (70, 160
and 250 g/L) on the production of carotenoids and lipids were evaluated. In this stage,
concentrations of up to 5.91 mg/L and 12.52 g/L were reached for carotenoids and
lipids, respectively. It was also verified that the culture conditions that maximize the
production of lipids may not coincide with the optimal conditions for the production of
carotenoids and that the use of models that describe the production behavior of both
metabolites can be an important tool for establish process conditions that could enable
to reach the intended needs for the bioprocess.

Key-words: k. a. Bubble-collum. Lipids. Carotenoids.
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1 Introducao

Nos ultimos dez anos a producao brasileira de biodiesel cresceu constantemente
devido a gradual elevacao de seu teor na composi¢cao do Diesel combustivel. Esse
aumento imposto pela atual legislagdo € decorrente de uma estratégia de
desenvolvimento sustentavel que vem sendo aplicada em varios paises devido a fatos
como a reducao das reservas de petroleo e ao aumento da concentracdo de CO:z na
atmosfera terrestre, que vem sendo apontado como a causa provavel de uma série
de alteragbes ambientais observados no planeta.

O Brasil foi pioneiro no uso de combustiveis renovaveis como o etanol e em um
momento mais recente o biodiesel, o qual atualmente alcan¢a uma propor¢cao de 12%
do combustivel vendido nas bombas dos postos. O éleo de soja corresponde a mais
de 70% da matéria prima utilizada para producao de biodiesel no Brasil, 0 que requer
extensas areas agricolas para o plantio e longos periodos necessarios para colheita,
condicOes estas que sao agravadas pelo risco relativo as interpéries sobre a lavoura
e pela concorréncia do uso da terra com a producéo de alimentos.

Dessa forma a redugéo na participacao do éleo de soja na cadeia produtiva do
biodiesel no Brasil mostra-se como um fator fundamental para que esta industria seja
competitiva, sendo que uma das alternativas existentes € o uso de 6leos microbianos
para producao deste combustivel.

Os d6leos microbianos s&o produzidos por algumas espécies de bactérias,
leveduras e microalgas e apresentam algumas vantagens em relacdo as culturas
vegetais como, por exemplo, a auséncia de sazonalidade. Atualmente muitos estudos
estao voltados a producao de 6leos microbianos, sendo que dentre os microrganismos
produtores as leveduras apresentam algumas vantagens. Em comparagdo com as
microalgas, por exemplo, as leveduras ndo necessitam de iluminacao e possibilitam a
obtengédo de maiores concentragdes de lipideos.

Outra vantagem importante das leveduras €& a possibilidade de utilizar
subprodutos de outros processos como fonte de carbono, como por exemplo o
glicerol, que vem sendo gerado em propor¢des cada vez maiores, como coproduto da
prépria industria do biodiesel. Dessa forma a utilizacdo destes microrganismos para
producéo de 6leos microbianos a partir do glicerol apresenta um aspecto estratégico
para a industria brasileira de biodiesel, sendo capaz de converter um coproduto em
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matéria prima e consequentemente reduzir a participagdo do 6leo de soja na cadeia
produtiva, além de aumentar os ganhos do processo.

Além dos lipideos, algumas leveduras sao capazes de produzir carotenoides, que
sao substancias utilizadas na industria alimenticia, para enriquecer e dar coloracao a
alimentos, na industria farmacéutica, devido a suas propriedades benéficas para o
tratamento e prevengdo de algumas doencas, e em outros setores como o de
fabricacdo de racbes. Dessa forma a producdo de carotenoides associada a de
lipideos pode tornar esse processo mais competitivo e possibilitar o estabecimento de
plantas industriais mais viaveis.

Pelo fato da producgéo de lipideos e carotenoides por leveduras se tratar de um
processo aerdbio, a disponibilidade de oxigénio exerce grande influéncia sobre a
eficiéncia do cultivo, sendo de fundamental importancia o estabelecimento de
condi¢coes adequadas, que permitam elevar a efetividade do processo para torna-lo
mais competitivo em relacdo a outras fontes desses metabalitos.

Desta forma, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a influéncia da
disponibilidade de oxigénio sobre o processo de producao de lipideos e carotenoides
por leveduras oleaginosas utilizando glicerol como substrato, aplicando como principal

fator para otimizagédo do processo o k.a.
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2 Objetivo

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a influéncia da disponibilidade de oxigénio na producéo de carotenoides
e lipideos pela levedura Rhodotorula glutinis NRRL-Y-12905 e estabelecer condi¢cdes
de cultivo que maximizem a obteng¢ao de tais produtos em biorreatores de agitagéo

pneumatica.

2.2 Objetivos especificos

Para atingir o objetivo principal deste trabalho estabeleceu-se que os seguintes

objetivos especificos devem ser alcangados:

e Determinar a influéncia de condi¢oes operacionais sobre o k.a em frascos
agitados;

e Avaliar a influéncia do k.a e da concentracao de glicerol sobre a producao
de células, carotenoides e lipideos em cultivos realizados em frascos
agitados;

e Selecionar o tipo de dispersor e reator de agitacdo pneumatica que
possibilite a maior transferéncia de oxigénio para o meio de cultivo;

o Estabelecer condi¢cdes de kLa e concentracao de glicerol para cultivos em
biorreatores de agitacdo pneumatica, que possibilitem maximizar a

producéo de lipideos e carotenoides pela levedura.
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3 Revisao bibliografica

3.1 Biorrefinarias e producao de biodiesel

A Agéncia Internacional de Energia (2016) define o biorrefino como o
processamento sustentavel de biomassa em produtos de base bioldgica como
alimentos, produtos quimicos, biocombustiveis e outros elementos, sendo que
segundo EMBRAPA (2011), uma biorrefinaria utiliza em seus processos diversas rotas
como as bioquimicas, microbianas, quimicas e termoquimicas para converter a
biomassa em tais produtos.

A EMBRAPA (2011) explica ainda que na maioria dos paises desenvolvidos e
em desenvolvimento, como € o caso do Brasil, as biorrefinarias compdem uma parte
da agenda de pesquisa, desenvolvimento e inovacao (PD&l), explicando ainda que o
desenvolvimento de tais instalagées pode representar um grande potencial econémico
para o Brasil, citando perspectivas como a geracao de empregos e a conquista de
mercados externos. Reforcando o interesse em biorrefinarias de determinadas nacoes
€ apresentado na Figura 1 um levantamento dos paises que apresentaram maior

numero de publicagbes com o termo “Biorefinery” no periodo de 2009 a 2019.

Figura 1- Levantamento realizado na plataforma Scopus sobre os paises com maior numero
de publicacdes contendo o termo “Biorefinery” no periodo de 2009 a 2019.
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Fonte: Préprio autor.
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Como pode ser notado, o Brasil se encontra em uma colocacao relevante no
levantamento, ocupando a 42 posi¢ao, sendo precedido somente por Estados Unidos,
China e Espanha. Observa-se ainda que os Estados Unidos, que ocupam a
12 colocacgao, apresentam um numero de publicacées que corresponde a quase o
dobro da China, que é a segunda colocada.

Uma visdo semelhante de potencial das biorrefinarias pode ser vista no
panorama setorial 2030 do BNDES (2018) que considera que a maior promessa para
o futuro do segmento industrial de papel e celulose do Brasil consiste na aplicagdo do
conceito de biorrefinarias integradas as instalacdes de producdo de celulose,
ressaltando também que em ambito global, empresas européias e americanas desse
setor ja se destacam na pesquisa relativa as biorrefinarias.

Tratando-se de investimentos em biorrefinarias pode-se destacar o divulgado
pelo Office of Energy Efficiency & Renewable Energy (2019), que reporta que no ano
de 2017 o Departamento de Energia dos Estados Unidos selecionou 8 projetos para
negociacao de financiamentos até um valor total de US$ 15 milhGes, visando a
otimizacao de biorrefinarias integradas. A fonte ainda apresenta um mapa interativo
com os projetos de biorrefinaria financiados pelo Bioenergy Technologies Office, que
é apresentado na Figura 2.

Figura 2- Mapa com os projetos de biorrefinarias financiadas pelo Bioenergy Technologies
Office (EUA).
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Na Figura 2 € possivel verificar que os projetos financiados pelo Bioenergy
Technologies Office se encontram distribuidos ao longo de todo o territério dos
Estados Unidos e que uma parcela relevante destes ja foi concluida.

As pesquisas envolvendo biorrefinarias no mundo vem crescendo nos ultimos
anos, como pode ser observado na Figura 3, que apresenta um levantamento do

numero de publicagdées contendo o termo “Biorefinery” no periodo de 2009 a 2019.

Figura 3- Levantamento realizado na plataforma Scopus sobre o numero de publicagdes por
ano envolvendo o termo “Biorefinery” no periodo de 2009 a 2019.
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Fonte: Proprio autor.

Pode-se notar o evidente crescimento na pesquisa sobre biorrefinarias nos
ultimos 10 anos, sendo que o numero de publicagdes aumentou em mais de 5 vezes,
subindo de aproximadamente 200 documentos em 2009 para mais de 1000 em 2019.

Em seu trabalho Severo et al. (2019) discorrem sobre dois grupos de
biorrefinarias: As Consolidadas e as Emergentes. Os autores explicam que o primeiro
grupo utiliza diretamente matérias primas como amido, agucar, 6leos vegetais e
gorduras animais para producao de biocombustiveis. Tratando-se especificamente da
producao de biodiesel em biorrefinarias baseadas em lipideos o processo utilizado por
essas unidades é a transesterificacdo de biomassa rica em o6leo.

Atabani et al. (2012) explicam que dentre os métodos de producao de biodiesel
a transesterificagdo é considerado o melhor, uma vez que € um processo simples e

de baixo custo. Meher, Vidya Sagar e Naik (2006) explicam que a transesterificacdo
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de triglicerideos gera como produtos ésteres alquilicos de acidos graxos e glicerol,
sendo que durante esse processo diglicerideos e monoglicerideos sdo gerados como
intermediarios. Os autores apresentam ainda um mecanismo genérico dessa reacao,

que é apresentado na Figura 4.

Figura 4- Mecanismo genérico da reacao de transesterificacao de triglicerideos.
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Fonte: Modificado de Meher, Vidya Sagar e Naik (2006).

Abordando especificamente a produgédo de biodiesel no Brasil a ANP (2019)
expde que a matéria prima mais utilizada para produgéo deste biocombustivel é o 6leo
de soja, como pode ser observado na Figura 5, que apresenta uma relacao dos tipos
de matéria-prima utilizados para producao de biodiesel no periodo de 2009 a 2018.

Figura 5- Matérias primas utilizadas para producéao de biodiesel no Brasil no periodo de 2009
a 2018.
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Fonte: ANP (2019).
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Sobre as biorrefinarias emergentes Severo et al. (2019) explicam que tratando-
se da produgéo de biodiesel destacam-se como fontes de matéria prima os 6leos de
pinhdo manso, microalgas, leveduras oleaginosas e de lodos ativados. Jin et al. (2015)
explicam que microrganismos oleaginosos sao aqueles capazes de acumular mais de
20% de seu peso seco na forma de lipideos, principalmente como triacilglicerideos e
acidos graxos. Os autores citam ainda que, em um levantamento bibliografico por eles
realizado, dentre as leveduras, alguns géneros apresentam teores de lipideos
variando de 58% a 72% de seu peso seco.

Tratando-se de leveduras oleaginosas, Severo et al. (2019) citam que estes
microrganismos sao atrativos para a producéo de biodiesel devido a sua capacidade
de converter carboidratos em lipideos, 0 que vai ao encontro do exposto por Kumar et
al. (2017) que apresentam motivos como a alta capacidade de crescimento em
biorreatores convencionais e a utilizagdo de subprodutos industriais como meio de
crescimento para justificar o interesse no uso de tais microrganismos para producao
de biocombustiveis.

3.2 Gilicerol: Coproduto e substrato

O glicerol é o principal coproduto do processamento do biodiesel, sendo gerado
em uma propor¢cao de 10% do volume total de biocombustivel produzido (RIVALDI,
2012). No caso do Brasil a producao de biodiesel vem crescendo nos ultimos anos,
conforme exposto na Figura 6, que apresenta a produgédo deste biocombustivel no
pais no periodo de 2009 a 2018, sendo que neste ultimo ano a geracao deste

biocombustivel foi de 5,35 milhdes de m3.
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Figura 6- Producgéo de biodiesel no Brasil no periodo de 2009 a 2018.
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Consequentemente, a produgéo de glicerol, derivado da producéo do biodiesel,
também aumentou no mesmo periodo, como fica evidenciado na Figura 7 que
apresenta a producao deste coproduto em sua forma n&o purificada, denominada
glicerina, por regido do Brasil entre os anos de 2009 e 2018, sendo que neste ultimo
ano a producéao nacional foi de aproximadamente 440 Mil m3.

Figura 7- Produgéo de glicerina oriunda da producao do biodiesel nas regides do Brasil no
periodo de 2009 a 2018.
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Peiter et al. (2016) citam que o aumento da produgédo de glicerol a partir do
processo de fabricacao de biodiesel criou um excesso deste composto no mercado e
afirmam que para evitar problemas futuros com seu acumulo e também para tornar a
producdo de biodiesel mais competitiva, faz-se necessario o desenvolvimento de
novas aplicagdes para este coproduto.

Atualmente um dos destinos do glicerol gerado na producao do biodiesel no
Brasil é a exportacdo, sendo que a EPE (2019) apresenta dados relativos as
transactes deste coproduto em sua forma ndo purificada (glicerina) e purificada
(glicerol) para o ano de 2018. A fonte cita que no ano em questao foram produzidas
cerca de 500 mil toneladas de glicerina, das quais 292 mil foram exportadas, sendo
a China o maior consumidor. Ja o glicerol somou um total de 82 mil toneladas
exportadas. A tendéncia desse mercado pode ser vista na Figura 8, que apresenta,

além dos volumes exportados, as receitas geradas com tais transagoes.

Figura 8- Volumes e receitas de exportacao de glicerina bruta e glicerol no periodo de 2010
a 2018.
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No entanto Peiter et al. (2016) explicam que a purificacdo da glicerina apresenta
um custo excessivamente alto para pequenos e médios produtores nacionais de
biodiesel, 0 que vai ao encontro do exposto por Santos (2009) que explica que o
elevado custo de manipulagéo e tratamento de efluentes de glicerol estimulam a busca
por alternativas tecnoldgicas para a aplicacdo deste produto e ressalta que a
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conversao do glicerol por via biotecnoldgica constitui uma interessante alternativa para
seu aproveitamento.

Santos (2009) cita ainda que o glicerol é encontrado naturalmente em
componentes estruturais de uma série de lipideos e que varios microrganismos podem
utiliza-lo como fonte de carbono, tornando entdo possivel a substituicdo de compostos
tradicionais, como carboidratos, por esse composto em cultivos microbianos.

Tratando-se de meios de cultivo, Freitas et al. (2014) citam que a viabilidade
econ6mica de processos de producado de biomassa microbiana é limitada pelo custo
do meio de fermentagdo. Os autores explicam ainda que essa variavel pode
representar quase 30% do custo total de produgéo, e que em virtude disso 0 uso de
matérias-primas alternativas, de baixo custo, torna-se uma condicdo de especial
interesse em processos bioquimicos industriais.

O emprego do glicerol para cultivos microbianos apresenta vantagens, como as
reportadas por Castelo Branco (2015), que relata que essa substancia, além de ser
barata e abundante, possui maior grau de reducao que os agucares, tornando possivel
a obtencao de produtos quimicos reduzidos, como o succinato, o etanol e o xilitol, a

rendimentos superirores aos obtidos com emprego de agucares como substrato.

3.3 Leveduras oleaginosas e seus metabdlitos de interesse

Borzani et al. (2001) citam que as leveduras sao fungos e explicam que estes
sao seres eucariontes, heterotréficos e geralmente unicelulares, que assumem formas
esféricas, elipticas ou filamentosas, com tamanhos que variam de 1 a 5 um de
didmetro e 5 a 30 um de comprimento. Os autores falam ainda sobre as células das
leveduras, citando entre outros pontos que estas possuem uma parede celular rigida
qgue lhes confere resisténcia as pressdoes osméticas e mecanicas.

Adrio (2017) explica que devido a algumas caracteristicas das leveduras como
sua morfologia unicelular, curtos tempos de duplicacéo, capacidade de crescimento
em uma grande variedade de matérias-primas e facil cultivo em fermentadores tornam
estes microrganismos vantajosos para producao de lipideos perante outros como as
microalgas e fungos filamentosos.

Freitas et al. (2014) comparam as leveduras com as microalgas em processos
voltados para a producgéo de lipideos e citam que as leveduras apresentam maior
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produtividade tanto em biomassa quanto em teor lipidico, além de nao apresentarem
dependéncia de fatores ambientais, como luminosidade e clima. Na Tabela 1 é
apresentada uma comparacado entre as produtividades de lipideos gerados por

leveduras e microalgas em diferentes estudos.

Tabela 1- Comparagdo entre as produtividades de lipideos gerados por leveduras e
microalgas em diferentes estudos.

] ] o Produtividade .
Microrganismo Espécie Referéncia
(g/L.d)
Chiorella 0,011 Cao et al. (2017)
pyrenoidosa
Microalga 0.147 Feng, Li e Zhang
Chilorella vulgaris ’ (2011)
Rhodotorula ,
. 1,3 Ferreira (2019)
glutinis
Levedura
Rhodosporidium Tchakouteu et al.
_ 0,738
toruloides (2015)

Fonte: Cao et al. (2017); Feng, Li e Zhang (2011); Ferreira (2019); Tchakouteu et al. (2015).

Segundo a definicao de Pelczar, Chan e Krieg (1997) o grupo dos lipideos é
constituido por substancias organicas sollveis em solventes apolares e formadas
majoritariamente por atomos de carbono e hidrogénio. Essas substancias podem ser
classificadas em trés categorias de maior significancia de acordo com suas estruturas,
sendo estas os triglicerideos, os fosfolipideos e os esterdis. A representacao estrutural
de tais grupos é apresentada na Figura 9.
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Figura 9- Estrutura de um triglicerideo genérico (a), de um fosfolipideo (b) e de um esterol (c).
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Béligon et al. (2015) citam que os lipideos produzidos por microrganismos
oleaginosos sao armazenados como triglicerideos, sendo seu perfil de acidos graxos
semelhante ao dos 6leos vegetais. Os autores explicam que essa semelhanca torna
0s Oleos microbianos uma interessante alternativa para substituicido dos Oleos
vegetais.

Probst et al. (2016) explicam que os lipideos produzidos por leveduras
oleaginosas podem ser utilizados como 6leos comestiveis ou para fabricacdo de
diversos produtos 6leoquimicos. Apesar da possibilidade os autores citam que sua
utilizacdo para este ultimo fim esta em seus primeiros estagios e que os lipideos
microbianos sé tem sido efetivamente comercializados no caso da producgéo de 6leos
especiais contendo acidos graxos poliinsaturados para as industrias de alimentos e
suplementos.

Dias et al. (2019) falam sobre a utilizacado de lipideos produzidos por leveduras
para a producdo de biodiesel, explicando que o0 custo para a produgdo deste
biocombustivel foi estimado em US$ 2,07 por litro, enquanto o derivado de 6leo de
palma tem o custo de US$ 0,66. Os autores concluem que atualmente a producgéo de
biodiesel a partir de matéria-prima microbiana ndo é economicamente viavel, porém

citam que o biodiesel fabricado a partir desta fonte apresenta vantagens em relacéao
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ao produzido a partir de culturas vegetais, como ndo necessitar de uma grande
quantidade de terras cultivaveis, que poderiam ser destinadas a produgdo de
alimentos.

Por outro lado, Soccol et al. (2017), estudando a producdo de biodiesel
microbiano utilizando caldo de cana para produgdo de lipideos, citam que o
combustivel produzido por este processo € economicamente viavel, apresentando um
custo de US$ 0,76 por litro, inferior aos US$ 0,81 por litro estimados para o biodiesel
com matéria prima de origem vegetal. Os autores explicam ainda que o rendimento
por hectare do biodiesel microbiano é de 4172 L/ha de cana de agucar, enquanto o do
biodiesel produzido a partir de 6leo de soja € de 661 L/ha.

Jingyang et al. (2016) apresentam ainda algumas vantagens para a produgao
microbiana de éleos, perante a produgdo vegetal, como um tempo mais curto de
producdo e adaptabilidade do cultivo a varios recursos renovaveis como a biomassa
lignocelulésica e residuos industriais.

Adrio (2017) cita alguns exemplos de leveduras oleaginosas como Yarrowia
lipolytica, Rhodosporidium toruloides, Trichosporon fermentans e Cryptococcus
curvatus, enquanto Dias et al. (2019) discorrem sobre algumas cepas de leveduras
oleaginosas como Rhodotorula glutinis, Rhodotorula rubra, Sporobolomyces roseus,
Phaffia Rhodozima e Sporobolomyces ruberrimus que produzem também
carotenoides como [B-caroteno, toruleno e astaxantina.

Os carotenoides sdo um grupo de compostos organicos, em sua maioria com
quarenta carbonos. Essas substancias se apresentam na forma de moléculas
lineares, simétricas e que contém um longo sistema de duplas ligagdes conjugadas
(SILVA et al, 2010). Esse sistema de duplas ligacbes €& responsavel por
caracteristicas como sua alta reatividade quimica e absor¢do de luz, sendo
necessdarias, aproximadamente, sete duplas ligagdes conjugadas para que o
carotenoide apresente coloragédo (BARBATO, 2014).

Segundo Botella-Pavia e Rodriguez-Concepcion (2006) os carotenoides podem
ser classificados em duas classes. A primeira sdo os chamados carotenos, grupo
constituido por hidrocarbonetos lineares, como o B-caroteno, apresentado na Figura
10 (a). A segunda sao as xantofilas, grupo constituido por derivados oxigenados dos
carotenos, como a luteina, apresentada na Figura 10 (b).



31

Figura 10- Estrutura quimica do B-caroteno (a) e da luteina (b).
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Fonte: Adaptado de RODRIGUEZ-AMAYA; KIMURA; AMAYA-FARFAN (2008).

Os carotenoides possuem uma grande gama de aplicacdes industriais como, por
exemplo, na industria alimenticia, de cosméticos, farmacéutica e ragdes. Essas
substancias sao utilizadas como corantes, agentes para o enriquecimento de
alimentos e em outros processos onde sua atividade pré-vitamina A e suas fungcdes
benéficas a salude sejam desejadas (BARBATO, 2014).

Mesquita, Teixeira e Servulo (2017) apresentam dados comerciais referentes
ao periodo de 2010 a 2015, em que o Brasil importou um total de 861.908 kg de
carotenoides, movimentando US$ 11.859.268 e exportou 11.109kg o que
correspondeu a US$ 505.186.

Os carotenoides utilizados industrialmente sdo obtidos por via quimica ou
extracdo de plantas e algas. Todavia, existe um interesse crescente em utilizar
compostos produzidos naturalmente, obtidos por processos biotecnoldgicos, em
alimentos, ao invés de compostos sintetizados quimicamente. Além da conotagao
natural, os produtos gerados em processos bioquimicos, podem ser obtidos em curtos
espacos de tempo e em qualquer época do ano (VALDUGA et al., 2009). Todavia, a
principal restrigdo para a produgéo comercial de carotenoides por rotas bioquimicas é
o alto custo envolvido com o processo (MALDONADE; SCAMPARINI; RODRIGUEZ-
AMAYA, 2007).
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3.4 Biossintese de carotenoides e lipideos

Kot et al. (2016) explicam que, tratando-se de leveduras, a sintese de lipideos
pode ocorrer por duas vias, sendo a primeira delas a denominada “de novo” em que
sacarideos ou glicerol sdo os substratos utilizados para a producado de lipideos. A
segunda via é chamada “ex novo” e nesta compostos hidrofébicos servem como
substrato.

Papanikolaou e Aggelis (2011) citam que os lipideos microbianos produzidos na
via “ex novo” apresentam menores quantidades de triglicerideos em comparacao aos
produzidos pela via “de novo”. Os autores explicam ainda que esta ultima via € um
processo bioquimico anabdlico em que o acetil-CoA emitido pelo metabolismo celular
intermediario gera acidos graxos, que sado entao esterificados com glicerol gerando
lipideos e que as reagdes envolvidas podem ser divididas em duas partes distintas: o
metabolismo celular intermediario e a biossintese de triglicerideos. Entretanto, Severo
et al. (2019) expdem que o mecanismo de acumulagcdo de lipideos nos
microrganismos oleaginosos ainda ndo foi bem elucidado. Os autores explicam ainda
que esse processo é semelhante na maioria das espécies, 0 que vai ao encontro do
exposto por Rossi et al. (2011) que relatam que a via bioquimica da sintese lipidica
ndo é muito diferente entre os organismos eucaridticos e que ndo apresenta
diferencas entre os fungos oleaginosos e ndo oleaginosos.

Apesar disso, Papanikolaou e Aggelis (2011) esclarecem que o acumulo de
lipideos pela via “de novo” ja foi completamente elucidado na condigdo em que o
nitrogénio extracelular € um fator limitante para o crescimento. Segundo os autores a
primeira etapa desse processo pode ser descrita de forma simplificada de acordo com
o apresentado na Figura 11.
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Figura 11- Primeira etapa do processo de acumulo de lipideos por microrganismos
oleaginosos.
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Fonte: Adaptado de Papanikolaou; Aggelis (2011).

Jin et al. (2015) e Papanikolaou e Aggelis (2011) explicam o processo de
acumulo de lipideos nos microrganismos oleaginosos, que é iniciado quando ocorre a
limitacao de um dos nutrientes do meio, tipicamente o nitrogénio. Sob restricdo deste
elemento, necessario para sintese de material celular, a enzima AMP deaminase &
regulada positivamente e decompde o Adenosina Monofosfato (AMP) intracelular para
liberar aménia para as células privadas de nitrogénio.

O AMP é cofator da enzima isocitrato desidrogenase e a reducdo da
concentragado do primeiro composto gera como consequéncia a perda da atividade da
enzima, cuja funcdo é transformar o acido isocitrico em a-cetoglutarato no ciclo de
Krebs. O ciclo é entao interrompido em &cido isocitrico, que € acumulado no interior
da mitocOndria, gerando por equilibrio &cido citrico. Quando a concentracao deste
ultimo atinge um valor critico no interior da mitocéndria, ocorre a transferéncia deste

composto para o citosol.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Alfa-cetoglutarato
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O &cido citrico é entao clivado pela ATP-citrato liase (ATP-CL), que converte
este composto em acetil-CoA e oxaloacetato. Este ultimo composto é convertido em
malato, que pode ser translocado para a mitocondria ou convertido em piruvato com
a producdo de NADPH e CO2, enquanto o acetil-CoA gerara os acidos graxos
celulares. Neste ponto encerram-se as reagdes classificadas por Papanikolaou e
Aggelis (2011) como pertencentes a primeira etapa do acumulo de lipideos,
denominada metabolismo celular intermediario.

Papanikolaou e Aggelis (2011) explicam que na segunda etapa do processo
de acumulo de lipideos por microrganismos oleaginosos a primeira reagao a ocorrer
€ a conversao do acetil-CoA em malonil-CoA, catalisada pela enzima acetil-CoA
carboxilase, ressaltando que essa reacdo é considerada a etapa restritiva da
biossintese de acidos graxos. Apds a geragcdao de malonil-CoA, um complexo
multienzimatico de enzimas de sintese de acidos graxos converte malonil-CoA, acetil-
CoA e NADPH em ésteres acil-CoA.

Os autores explicam que para que os lipideos sejam armazenanos na forma
de ftriglicerideos, as moléculas formadas na etapa anterior sdo enviadas para a
denominada via de acilacao de fosfato a-glicerol. A primeira reagcdo a ocorrer € a
acilacdo do glicerol-3-fosfato na posicdo sn-1, pela enzima G-3-P aciltransferase,
gerando 1-acil-G-3-P, denominado acido lisofosfatidico (LPA). Esta molécula por sua
vez sofre uma nova acilacdo, catalisada pela enzima aciltransferase de &cido
lisofosfatidico, que atua na posi¢cao sn-2, gerando uma molécula de acido fosfatidico
(PA).

Papanikolaou e Aggelis (2011) citam que o &acido fosfatidico € entédo
desfosforilado pela acao da enzima fosfo-hidrolase de acido fosfatidico, formando
diacilglicerol, que finalmente é acilado e convertido em triacilglicerol pela acdo da
enzima diacilglicerol aciltransferase ou pela fosfolipidio diacilglicerol aciltransferase.
As reacgdes citadas por Papanikolaou e Aggelis (2011) sdo apresentadas na Figura
12, que apresenta uma ilustragdo das vias de producgao de triglicerideos.



Figura 12- llustracéo das vias celulares para producéao de triglicerideos.
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Os carotenoides sao produzidos naturalmente por plantas em tecidos

fotossintéticos e ndo fotossintéticos, atuando em atividades como a captagéo de luz,

foto-protecéo, precursdo de componentes volateis e corantes, conferindo as cores
amarela, laranja e vermelha a muitos vegetais (KOTIKOVA et al. 2016; RODRIGUEZ-
AMAYA; KIMURA, 2004). Os microrganismos também sido capazes de produzir

carotenoides, sejam estes fotossintetizantes, como algas e cianobactérias, ou néo

fotossintetizantes, como bactérias, fungos filamentosos e leveduras (CABRAL, 2010).

Os animais e seres humanos ndo sao capazes de produzir carotenoides,

entretanto esses compostos tem importante papel na saide humana, uma vez que

existem indicios de que tais substancias protegem as células contra espécies reativas

de oxigénio e radicais livres, previnem a degradacao da retina, queimaduras solares,

cancer de figado, melhoram o sistema imunologico e possuem atividade pré-

vitamina A (KOTIKOVA et al. 2016).
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Mata-Gémez et al. (2014) explicam que a rota biossintética de producao de
carotenoides por leveduras envolve basicamente 3 etapas. A primeira delas se inicia
com a conversdo de acetil-CoA em 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA (HMG-CoA),
catalisada pela enzima HMG-CoA sintase. O HMG-CoA é convertido em &cido
mevalbnico, que posteriormente é fosforilado e descarboxilado, sendo convertido em
isopentenil pirofosfato (IPP).

Na segunda etapa descrita por Mata-Gémez et al. (2014) o isopentenil
pirofosfato é isomerizado, formando dimetilail pirofosfato (DMAPP). Através da acao
da enzima prenil transferase trés moléculas de IPP séo ligadas ao DMAPP, formando
uma molécula de geranil geranil pirofosfato (GGPP). Ocorre entdo a unido de duas
moléculas de GGPP para a formacao de fitoeno, a primeira molécula de 40 carbonos
dessa via, que posteriormente é dessaturado para formar licopeno.

Segundo Mata-Gémez et al. (2014) na terceira etapa da via ocorrem as reagdes
necessarias para a formacéo dos diversos tipos de carotenoides a partir da molécula
de licopeno, o que vai ao encontro ao exposto por Avalos e Limédn (2015) que explicam
que a partir desse modelo basico, diferentes modificacbes podem ser realizadas,
resultando nos diversos tipos de carotendides encontrados na natureza.

Tratando-se da producao de lipideos, Rossi et al. (2011) citam que o acumulo
deste metabdlito em leveduras oleaginosas ocorre quando um dos nutrientes do meio
fica limitado e a fonte de carbono esta em excesso, destacando que a limitacao de
nitrogénio é a condicao mais eficiente para induzir a lipogénese.

Existem ainda outros fatores que podem influenciar no acumulo de lipideos por
leveduras como, por exemplo, a disponibilidade de oxigénio, a temperatura e o pH. A
faixa de trabalho escolhida para essas duas ultimas variaveis pode afetar o metabdlito
produzido pelo microrganismo, sendo que uma faixa 6tima para o controle de
temperatura fica entre 20 e 30 °C (BENTO, 2017).

Silva (2014a) explica que uma das condi¢cdes mais importantes para a producao
de lipideos e carotenoides por leveduras € a relagao entre carbono e nitrogéngio (C/N).
O autor apresenta resultados em que uma alta relagdo C/N, ou seja, a restricao de
nitrogénio, favoreceu a formagéo de lipideos. A producdo de carotenoides em tais
condi¢coes também foi elevada em alguns dos dados apresentados, todavia o autor
ressalta que os resultados obtidos s&o dependentes da cepa de microrganismo
utilizada.
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Yen et al. (2015) avaliaram os efeitos do tipo de fornecimento de substrato
realizada em um biorreator Air-lift de 50 L sobre a produgéo de lipideos e carotenoides
pela levedura Rhodotorula glutinis. Esse fator esta diretamente relacionado a inibicao
por substrato e os resultados apresentados pelos autores demonstraram que uma
injecao pontual de todo o volume de glicerol gerou as maiores produ¢ées de ambos
0s metabdlitos de interesse.

Mata-Gémez et al. (2014) ressaltam também algumas das variaveis que
influenciam a producdo de carotenoides como a incidéncia de luz, que apresenta
efeito positivo sobre a producao deste metabdlito, a presenga de ions metalicos, como
Fe, Zn e Co, e a disponibilidade de oxigénio.

3.5 Disponibilidade de oxigénio e reatores de agitacao pneumatica

Garcia-Ochoa e Gomez (2009) explicam que a maioria dos processos
microbianos industriais é aerdbia e que nesses cultivos o oxigénio é uma importante
substancia utilizada pelos microrganismos para o crescimento, manutengdo e
producdo de metabdlitos, citando ainda que a escassez de oxigénio afeta o
desempenho de tais processos.

Schimidell et al. (2001) explicam a fungdo bioquimica do oxigénio em cultivos
microbianos citando que este elemento € o Ultimo a aceitar elétrons ao final da cadeia
respiratéria, sendo entdo reduzido a agua e permitindo que ocorram rea¢gées como a
reoxidacao de coenzimas que participam da glicélise e do ciclo de Krebs. Os autores
citam também que o oxigénio participa das reacées que permitem o armazenamento
de energia pela conversdo de moléculas de ADP para ATP, que serdo posteriormente
utilizadas em atividades celulares como a sintese de moléculas, o surgimento de
novas células e o processo de proliferacao da biomassa microbiana.

Schimidell et al. (2001) ainda explicam que um cultivo eficiente, que ocorre com
elevadas velocidades de crescimento celular, esta atrelado ndo somente a altas
velocidades de consumo de carbono, necessario para que exista abundancia de
elétrons para serem transportados na cadeia respiratéria, mas também a necessidade
de oxigénio com a finalidade de aceitar tais elétrons ao final desta cadeia. Os autores
afirmam ainda que a extensdo de um processo descontinuo aerdbio e

consequentemente a obtencdo de elevadas concentracdes do produto desejado
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dependem da capacidade do sistema de transferir Oz para 0 meio e explicam que em
algumas situagbes a capacidade de transferéncia de oxigénio pode ser o fator que
definira as condigdes operacionais de um processo.

Cerri (2009) expbe que a transferéncia de oxigénio € um dos fatores mais criticos
em processos aerdbios, explicando que quando requerido pelos microrganismos, esse
elemento se torna frequentemente um fator limitante, uma vez que sua solubilidade
em agua € muito baixa. Corroborando com esta ultima afirmagao Stuani (2015) cita
que em condicdes tipicas de processos aerdbios (pressdao ambiente e temperatura de
30 °C) a concentragao de oxigénio saturado em agua destilada € de 7,5 mg/L, o que,
segundo Cerri (2009), pode ser consumido em alguns segundos em cultivos com altas
concentracoes celulares.

Garcia-Ochoa e Gomez (2009), além de afirmarem sobre a importancia de
garantir um adequado fornecimento de oxigénio para o meio de cultivo, citam que a
estimativa da taxa de transferéncia de oxigénio é de fundamental importancia para a
selecao, projeto e ampliacao de biorreatores. A taxa de transferéncia de oxigénio em
biorreatores é caracterizada pelo k.a, que € o coeficiente volumétrico de transferéncia
de oxigénio. Essa variavel pode ser calculada partindo-se da seguinte férmula
(STANBURY; WHITAKER; HALL, 1995):

C
In(1- 5)=-kya . t

Em que:

e C: Concentragédo de O2 no meio em mmol.L'";
e Cs: Solubilidade do O2 no meio, na temperatura avaliada, em mmol.L";
e Kk a: Coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio em h-';

e t:Tempoem h.

Moutafchieva et al. (2013) citam que os valores de k.a sao afetados por muitos
fatores como caracteristicas geométricas do reator, propriedades do meio e a
concentragao celular do microrganismo. Os autores ainda citam que a determinacao
do kia em um biorreator é essencial para estabelecer sua eficiéncia de aeracao e
quantificar os efeitos das variaveis de operag¢édo no suprimento de oxigénio.
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Nos bioprocessos aerobios a agitacao e a aeragédo sdo as variaveis utilizadas
para fornecer a quantidade necessaria de oxigénio aos meios de cultivo, possibilitando
que as demandas celulares e a producdao de metabdlitos de interesse sejam
alcancadas (MENDES, 2016). Najafpour (2007) cita a aeracdo e a agitacdo dentre
algumas das variaveis das quais depende o desempenho de um biorreator e explica
que este equipamento € a parte central de qualquer processo bioquimico no qual
enzimas, microrganismos, células animais ou vegetais séo utilizados. O autor discorre
sobre 0 assunto e fala principalmente sobre trés tipos de biorreatores: Tanque agitado,
coluna de bolhas e Air-lift.

Thomasi (2010) explica que os biorreatores tipo tanque agitado séao
equipamentos onde a agitacao é realizada por impelidores ligados a um eixo giratorio
e aerados pela parte inferior do biorreator, citando ainda que a agitacao é responsavel
por fungdes como promover a transferéncia de calor, massa e homogeneizacgéao.
Najafpour (2007) cita algumas das caracteristicas desse tipo de reator como um
menor custo de aquisi¢cao, de operacao e o fato de que o agitador pode ser acionado
pela parte superior ou inferior do equipamento. O autor também explica que esses
reatores sdo equipados com defletores para impedir a formagéo de vortices e melhorar
a mistura do meio. Uma representagéao de um reator tipo tanque agitado € apresentada
na Figura 13.

Figura 13- llustracdo de um biorreator tipo tanque agitado e aerado com seus componentes.
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Kantarci, Borak e Ulgen (2005) citam que os reatores tipo coluna de bolhas séo
basicamente recipientes cilindricos com um aspersor de gas na parte inferior, que
dispersa o gas na forma de bolhas no meio, sendo que Najafpour (2007) explica que
a hidrodinamica e a transferéncia de massa nesse modelo de biorreator dependem do
tamanho das bolhas e de como elas séo liberadas do aspersor.

Algumas das vantagens dos reatores coluna de bolhas s&o citadas por Kantarci,
Borak e Ulgen (2005), como suas excelentes caracteristicas de transferéncia de calor
e massa, pouca manutencao e baixos custos operacionais. Os autores explicam ainda
que esses equipamentos sao utilizados em industrias como a petroquimica,
bioquimica, metalurgica e quimica. Uma representagdo de um biorreator tipo coluna

de bolhas é apresentada na Figura 14.

Figura 14- llustracao de um biorreator tipo coluna de bolhas, com aspersor e sentido de fluxo.
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Fonte: Modificado de Mendes (2016).

Os biorreatores Air-lift sdo equipamentos pneuméaticos, em que o meio de cultivo
€ movido de baixo para cima por bolhas de ar injetadas no fundo do equipamento e
retorna de cima para baixo por uma regido distinta. Nesse tipo de biorreator a
dispersao gas-liquido € realizada pelo proprio ar que entra pelo aspersor (CERRI,
2009).
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Kadic e Heindel (2014) discorrem sobre a forma construtiva dos biorreatores tipo
Air-lift. Os autores citam que esses equipamentos sdo compostos por 4 secoes
basicas, sendo estas: A regido de subida, também chamada de Riser; 0 separador de
gas; a regiao de descida, também denominada de Downcomer e a base do reator. A
Figura 15 apresenta uma ilustragéo dessas sec¢des, bem como o sentido de fluxo em
cada uma delas.

Figura 15- llustracdo das sec¢des e sentidos de escoamento em um biorreator Air-lift.
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Mendes (2016) explica que o escoamento nos biorreatores Air-lift, inicia-se com
a aspersao de gas na base do reator. Apés a aspersao, a dispersdo gas-liquido
mantém um escoamento ascendente no Riser em virtude da reducdo da densidade
do meio pela presenca de uma alta quantidade de géas. O liquido segue em regime
ascendente até chegar na regido do separador de gas, onde havera a liberacdo da
maior parte do gés retido, aumentando a densidade do meio e levando-o a um
escoamento descendente pelo Downcomer até retornar a base do biorreator e reiniciar
a circulagdo. O autor cita ainda que as sec¢des do Riser e do Downcomer apresentam
densidades distintas e que essa diferenga € a forga motriz para a circulacao da fase
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liquida no biorreator, explicando que quanto maior for a diferenga entre as retencdes
gasosas do Riser e do Downcomer, maior sera a velocidade de circulagdo do liquido.

As principais vantagens dos biorreatores tipo Air-lift sdo citadas por Thomasi
(2010), sendo estas a boa aeragdao e homogeneizagcao do meio de cultura e pouco
dano mecanico ao material em cultivo. O autor explica ainda que essa classe de
equipamentos promove uma alta transferéncia de oxigénio associada a um baixo
consumo de poténcia e baixas tensdes de cisalhamento.

Mendes (2016) explica ainda que os reatores Air-lift podem ser classificados de
acordo com sua forma construtiva entre reatores de circulacdo interna e de circulagao
externa. O autor explica que o primeiro grupo de equipamentos apresenta um
anteparo em sua coluna principal, que é responsavel por criar 0s canais que
possibilitam o escoamento do meio. Os anteparos mais comumente utilizados sédo
cilindros, nos denominados Air-lift de cilindros concéntricos, e as placas nos
chamados Air-lift tipo split-cylinder. Ja o segundo grupo de reatores é construido pela
unido de dois dutos verticais separados por 2 tubos horizontais. Exemplos das trés
formas construtivas de reatores Air-lift sdo representados na Figura 16.

Figura 16- Formas construtivas dos reatores Air-lift. (a) Cilindros concéntricos, (b) Split-
Cylinder e (c) Circulacao externa.

8 héi&. | B &liéq‘ |

(a) (b) (c)
Fonte: Mendes (2016).
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4 Materiais e Métodos

4.1 Microrganismo e preparacao de inéculo

O microrganismo utilizado neste estudo foi a levedura Rhodotorula glutinis
NRRL-Y-12905, cedida pelo USDA (United States Department of Agriculture), de
Peoria, lllinois. A levedura foi mantida a 4 °C em tubos de ensaio contendo agar extrato
de malte inclinado.

Para a obtencao do in6culo primeiramente repicou-se a levedura em um tubo
de ensaio contendo um meio composto por agar, glicose, peptona, extrato de levedura
e extrato de malte e a mesma foi mantida a 30 °C por 24 h para possibilitar o
crescimento celular. Apés 24 horas a levedura foi transferida para o meio de
crescimento que apresentava a seguinte composigéo: Glicerol (30,0 g/L), extrato de
levedura (3,0 g/L), MgS0O4.7 H20 (1,0 g/L), KH2PO4 (20,0 g/L) e (NH4)2HPO4 (3,0 g/L).
Para estabelecer a concentracado de glicerol desejada foi utilizado como reagente
glicerina bidestilada P.A. com teor minimo de glicerol de 99,5%.

O meio de crescimento foi disposto em frascos Erlenmeyer de 250 mL,
contendo 50 mL de volume de meio, que foram mantidos em uma incubadora de
agitacao orbital da fabricante Cienlab, modelo CE-725/R por 48 horas, a 30 °C e
200 rpm. Apoés este periodo o volume dos frascos Erlenmeyer foi coletado em um
unico frasco previamente esterilizado, para homogeneizacdo e posteriormente
transferido para os meios de cultivo como in6culo, buscando uma concentragao

celular inicial de 0,5 g/L.

4.2 Estabelecimento de um modelo empirico para descricao do k.a em
frascos agitados

Nessa etapa buscou-se definir um modelo para descricdo do k.a em frascos
agitados em funcao das seguintes variaveis: Agitacao, Concentragéao de glicerol (So)
e Relacado Volume de frasco/Volume de meio. Foram realizados ensaios de acordo
com um planejamento experimental 23, com faces centradas e repeticdo no ponto

central, apresentado na Tabela 2.
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Tabela 2- Planejamento experimental 22 com faces centradas e valores reais das variaveis:
Agitacao, Concentragao de glicerol e Relagao Vrrasco/Vimeio-

Ensaio Agitacao (rpm) VFrasco/VMeio So (g/L)
1 150 2,5 70
2 250 2,5 70
3 150 5,0 70
4 250 5,0 70
5 150 2,5 120
6 250 2,5 120
7 150 5,0 120
8 250 5,0 120
9 150 3,75 95
10 250 3,75 95
11 200 2,5 95
12 200 5,0 95
13 200 3,75 70
14 200 3,75 120
15 200 3,75 95
16 200 3,75 95
17 200 3,75 95

Fonte: Proprio autor.

A concentracao de glicerol foi estabelecida utilizando como reagente glicerina
bidestilada P.A. com teor minimo de glicerol de 99,5%. Além de glicerol, a fase liquida
apresentava em sua composicdo 0s seguintes componentes: Extrato de levedura
(3,0 g/L), MgS04.7 H20 (1,0 g/L), KH2PO4 (20,0 g/L) e (NH4)2HPO4 (3,0 g/L). Os meios
foram alocados em frascos Erlenmeyer de 250 mL, mantendo-se os volumes descritos
na Tabela 3, visando obter as relagdes VFrasco/VMeio desejadas.
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Tabela 3- Volumes de meio necessarios para o ajuste da relagdo Vrrasco/ Vmeio €M frascos
Erlenmeyer de 250 mL.

Relacao desejada Volume de meio (mL)
2,50 100,0
3,75 66,7
5,00 50,0

Fonte: Proprio autor.

Para determinacdo do k.a aplicou-se o método estatico proposto por Wise
(1951). Para este propdsito uma sonda de oxigénio dissolvido da fabricante Knick,
modelo SE 706, foi calibrada a pressao atmosférica conforme orientagbes do manual
do fabricante e utilizada para medicao durante os experimentos.

O célculo de k.a foi realizado através da forma integrada da equacao proposta
por Stanbury, Whitaker e Hall (1995), onde o valor de k.a é igual a inclinagéo resultante
da representagéo linear de In(C* - C.) em funcéo do tempo.

Os frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo os meios, ja com as relagdes
VFrasco/VMeio ajustadas, foram colocados em uma incubadora de agitacao orbital da
fabricante Cienlab, modelo CE-725/R, com temperatura de 30 °C para proporcionar a
agitacdo necessaria para cada experimento, sendo que o equipamento utilizado
permitiu um raio de agitacao de 14 mm.

O ensaio foi realizado de forma que cada frasco, com seu volume de meio ja
ajustado, foi tampado com uma rolha que comportava a sonda de oxigénio dissolvido
e outros elementos utilizados no experimento, conforme a ilustracdo apresentada na

Figura 21, que exibe também as medidas do frasco Erlenmeyer utilizado.
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Figura 17- Frasco Erlenmeyer de 250 mL utilizado nos ensaios de determinagcéo experimental
do kia em incubadora de agitacdo orbital, contendo sonda (1), ponto para injecao de
Ar/Nitrogénio (2) e ponto para saida de Ar/Nitrogénio (3).

3,5¢cm

_

3 3,5am

11,0cm

85¢cm

Fonte: Proprio autor.

A sonda (1) foi imersa no meio de cultivo, a agitacdo foi entdo iniciada e
posteriormente o N2 foi injetado no frasco Erlenmeyer pelo tubo (2) visando expulsar
o O2 do sistema através do tubo (3). A reducao da concentracdo de O2 no meio foi
acompanhada através dos sinais da sonda exibidos no medidor e quando essa
variavel assumia valores menores que 2,0% o levantamento de dados era iniciado.

Encerrava-se entdo a injecao de N2, injetava-se ar atmosférico pelo tubo (2)
sob agitacdo e armazenava-se os valores da porcentagem de O2 no meio,
mensurados pela sonda, até que essa varidvel assumisse valores préximos a
saturacdo, quando a medicao era entao encerrada. Os valores da porcentagem de Oz
foram obtidos a cada segundo durante o tempo de medigcdo e posteriormente

utilizados no calculo do k.a.
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Os valores de k.a encontrados e as condicées experimentais foram inseridos
no programa Statistica® para realizagdo da analise de variancia e de outros estudos
estatisticos.

4.3 Avaliacao da influéncia da concentracao de substrato e do kia na
producao de carotenoides e lipideos em frascos agitados

Para avaliar a influéncia da concentracdo de glicerol e do k.a sobre a
producdo de carotenoides e lipideos pela levedura foi elaborado o planejamento
experimental descrito na Tabela 4.

Tabela 4- Planejamento experimental 22 com réplicas em todos os experimentos e triplicata
no ponto central, empregado para avaliacdo da influéncia da concentracédo de glicerol (So) e
do k.a sobre a producéao de carotenoides e lipideos pela levedura.

Ensaio kia (h™) So (g/L)
1 20 70
2 20 70
3 40 70
4 40 70
5 20 120
6 20 120
7 40 120
8 40 120
9 30 95
10 30 95
11 30 95

Fonte: Proprio autor.

Para estabelecer a concentracdo de glicerol desejada foi utilizado como
reagente glicerina bidestilada P.A. com teor minimo de glicerol de 99,5%. Além do
glicerol, outros componentes foram adicionados ao meio de cultivo, sendo que os

compostos utilizados e suas concentragdes foram ajustadas da seguinte forma:
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Extrato de levedura (3,0 g/L), MgS0O4.7 H20 (1,0 g/L), KH2PO4 (20,0 g/L) e (NH4)2HPO4
(3,0 g/L).

O k.a foi ajustado de acordo com o volume de meio adicionado nos frascos
Erlenmeyer de 250 mL, utilizando para isso a equacao obtida na primeira fase desse
trabalho. A equacéo foi aplicada fixando-se os valores de k.a desejados, conforme
Tabela 4, bem como estabelecendo-se a agitagdo em um valor fixo de 250 rpm. Dessa
forma obteve-se como resultado a relacdo VFrasco/VMeio necessaria para cada um
dos experimentos.

ApdGs inoculados, os meios de cultivo permaneceram sob agitagdo constante
de 250 rpm e temperatura de 30 °C em uma incubadora de agitacdo orbital da
fabricante Cienlab, modelo CE-725/R, por 120 h, ao final das quais executou-se os
procedimentos analiticos referentes a quantificagdo da concentracdo de células,

lipideos e carotenoides.

4.4 Definicao do biorreator e do dispersor para o cultivo

O desempenho de dois tipos de biorreatores de agitacdo pneumatica de
500 mL e de dois tipos de dispersores foi avaliado nesta fase, utilizando-se como
critério para selecdo os equipamentos que permitissem a obtencdo de um maior k.a
e de um menor tempo de mistura sob as mesmas condi¢des operacionais.

As porosidades dos dispersores utilizados encontram-se descritas na Tabela 5,
bem como as caracteristicas construtivas dos dispersores e dos biorreatores utilizados
encontram-se nas Figuras 18 e 19.

Tabela 5- Porosidade dos dispersores utilizados no experimento.

Dispersor Porosidade
1 = 200 pm
2 2,0 um

Fonte: Proprio autor.
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Figura 18- Dimensdes dos dispersores utilizados nos experimentos: (a) Dispersor com
porosidade de 2,0 um e (b) dispersor com porosidade de 200 um.

Fonte: Préprio autor.

Figura 19 - Reatores de 500 mL utilizados nos experimentos: (a) Air-lift, (b) Coluna de bolhas,
com sistema de controle de temperatura por encamisamento (1), tomada lateral para retirada

de amostras (2) e sistema de inje¢é@o de ar (3).

(a) (b)

(3) (3)
1T A
\~ 7/ U 7/
A1 & (2) @
(1) (1)
g
'\/__k._'___./__\~ 30 mm /_k;_\~

Fonte: Préprio autor.
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4.4.1 Determinacao do kLa em biorreatores

O k.a foi avaliado nos diferentes equipamentos utilizando-se aeragdes de 0,25
e 1,0 vwm, em experimentos realizados em triplicata utilizando uma metodologia
semelhante a aplicada em frascos agitados. Com o reator montado, a sonda foi
inserida no meio de cultivo e entdo Nz foi injetado pelo tubo do dispersor para expulsar
o O2 do meio. A reducédo da concentracdo de Oz no meio foi acompanhada até que
assumisse valores inferiores a 2%, sendo que nesse momento a injecao de N2 era
encerrada, ar era admitido no tubo do dispersor e 0 armazenamento de dados era
iniciado. Os dados foram coletados até que a variavel assumisse valores proximos a
saturacao em intervalos de 1 segundo durante o tempo de medicao e posteriormente

utilizados para calcular o k.a.

4.4.2 Determinacao do tempo de mistura em biorreatores

A determinacao do tempo de mistura foi realizada através de um ensaio do tipo
pulso de pH, de forma semelhante a metodologia aplicada por Cerri (2009). O
procedimento foi iniciado com a montagem da estrutura operacional dos reatores de
agitagdo pneumatica.

Para realizacdo do ensaio a aeracéo foi estabelecida e foi injetada no meio uma
solucao de NaOH 0,2 mol/L, visando criar uma oscilagao no pH do sistema. Um sensor
de pH da fabricante Knick, modelo SE 555, foi utilizado para medir e registrar os
valores dessa variavel até sua estabilizacdo, que foi considerada alcangada quando o
valor do pH no meio assumiu a propor¢cao de 95% do valor final desta variavel. Os
dados obtidos foram posteriormente analisados para estabelecimento do tempo de

mistura.

4.4.3 Caracterizacao das bolhas

A quantificacdo e determinacdo do tamanho das bolhas foi feita através de
andlise de imagens, por método baseado no utilizado por Almeida, Barreto e Couto
(2019). A estrutura operacional do reator foi montada e seu conteudo foi preenchido
com uma solucao de 200 g/L de glicerol.
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Foram estabelecidas aeracdes de 0,25 e 1,00 vvm nos reatores utilizando cada
um dos dispersores testados e quando o fluxo de gas pelo meio possibilitou a
formagdo de um regime de bolhas homogéneo foram retiradas trés fotografias do
liguido aerado em cada uma das condicées operacionais, ajustando previamente a
sensibilidade a luz da camera (ajuste ISO) em 1600. As fotografias foram entéao
submetidas a analise através do programa Imaged com utilizagdo da metodologia
aplicada por Almeida, Barreto e Couto (2019).

As fotografias foram abertas no programa, posteriormente utilizou-se o
comando Image, Type, 8-bit, seguido do comando Image, Adjust, Threshold com
ajuste de 0 a 149 e coloragao branco e preto. Utilizou-se entdo o comando Process,
Binary, Fill Holes, seguido de Process, Binary, Watershed. Por fim a contagem de
bolhas foi realizada através do comando Analyse, Analyse Particles, estabelecendo
um limite de tamanho de 195 pixels? ao infinito, circularidade de 0 a 1 e mantendo
selecionados os itens Summarize e Show Results.

O programa gerou a janela Summarize que apresenta em seu campo Count o
namero de bolhas levantado na fotografia em questdo. Ja4 na janela Results os
comandos Results e Distribution foram aplicados visando obter o tamanho das bolhas,
sendo que na janela gerada por essa acdo o parametro area foi mantido e foram
solicitadas 10 faixas de escalonamento para quantificacdo das bolhas. Uma nova
janela com os resultados na forma de gréafico foi gerada, sendo entdo aplicado o
comando List visando obter os resultados na forma de uma listagem.

Para averiguar o erro relacionado a contagem realizada pelo programa as
bolhas geradas nas fotografias referentes ao dispersor de 200 um com aeracéo de
0,25 vvm foram contadas manualmente e comparadas com os valores do ImageJ,

sendo os resultados apresentados na Tabela 6.

Tabela 6- Comparacgéao da contagem de bolhas manual e a realizada pelo programa ImagedJ
para as fotografias referentes ao dispersor de 200 um com aeracgao de 0,25 vvm em reator
coluna de bolhas e solugédo 200 g/L de glicerol.

Contagem Fotografia 1 Fotografia 2 Fotografia 3
Manual 378 397 377
ImageJ 372 411 388
Erro (%) 1,6 3,5 2,9

Fonte: Proprio autor.
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E possivel notar que o maior valor de erro encontrado foi de 3,5%, 0 que se
apresenta em uma margem aceitavel dada a quantidade de bolhas envolvidas. Ja para
averiguacao da area das bolhas foi utilizado um referencial de tamanho conhecido,
conforme apresentado na Figura 20.

Figura 20- Imagem do referencial de escala para determinag¢do do tamanho de bolhas.

107 pixels.

’G

Fonte: Proprio autor.

O referencial utilizado tem largura de 2,0 mm e teve essa mesma dimenséo
estabelecida no programa ImagedJ, com objetivo de relacionar a medida real com a
medida em pixels, gerando o resultado apresentado na Figura 20, de 107 pixels.
Dessa forma uma area de 4 mm?2 corresponde na fotografia em questdo a uma area
de 11.449 pixels?, sendo esta a razdo de conversao utilizada para o calculo da area
das bolhas nesta figura. O processo foi repetido para cada figura analisada, uma vez
que pequenas variagdes durante a execucgao das fotografias poderiam gerar um erro
consideravel no dimensionamento final das bolhas.

A dimensdo minima aplicada no comando Analyse Particles foi estabelecida
com valor de 60 pixels? para o caso do dispersor de 2,0 um e 195 pixels? para o caso
do equipamento de 200 um. Esses valores foram obtidos através da analise das
bolhas em cada imagem, sendo que as menores bolhas visualizadas foram medidas
e 0s menores valores observados foram utilizados como limite minimo para tal
comando.

Tratando-se do comando Threshold, os valores ajustados para o dispersor de
2,0 um foram reduzidos de 0 a 149 para 0 a 134 com a aeragdo de 0,25vvme 0 a 114

com a aeracdo de 1,00 vwvm. Essa mudanca foi devida ao fato de que quando
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submetida ao tratamento no programa o contorno das bolhas, geradas em maior
quantidade e menor dimens&o, formou manchas maiores que n&o permitiram a real

contagem das mesmas, conforme apresentado na Figura 21.

Figura 21- Comparagao entre os niveis de aplicagdo do comando Threshold, a nitidez da
imagem e a contagem de bolhas para uma fotografia do meio aerado com o dispersor de
2,0 um com aeragéao de 1,00 vvm.

‘ Ay S LT ';m;' B AR TS A
(c) Threshold em 134, ok ¢ (d) Threshold em 114,
contagem= 2234 ‘. contagem= 4111
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Fonte: Proprio autor.
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4.5 Avaliacao da influéncia da disponibilidade de oxigénio e da
concentracao de substrato sobre a producao de carotenoides e
lipideos em biorreator

O conjunto biorreator e dispersor selecionado na etapa anterior foi utilizado para
avaliar a influéncia da disponibilidade de oxigénio e da concentragao inicial de glicerol
(So) sobre a producéao de lipideos e carotenoides pela levedura. Os cultivos foram
realizados durante 120 horas, com a temperatura controlada em 30 °C e com as

variaveis estudadas ajustadas conforme o planejamento apresentado na Tabela 7.

Tabela 7- Planejamento experimental 22 com faces centradas e friplicata no ponto central,
empregado para cultivo em biorreatores tipo coluna de bolhas.

Ensaio kia (h) So (g/L)
1 175 250
2 175 160
3 175 70
4 75 250
5 75 160
6 75 70
7 125 250
8 125 70
9 125 160
10 125 160
11 125 160

Fonte: Proprio autor.

O kia foi ajustado em 175 h' por meio de uma aeracdo de 1,9 vwm e a
concentragdo de glicerol foi estabelecida utilizando como reagente glicerina
bidestilada P.A. com teor minimo de glicerol de 99,5%. Amostras do meio de cultivo
foram retiradas a cada 24 horas visando determinar a concentracao celular, bem como
a de lipideos produzidos pela levedura, enquanto a concentracao de carotenoides foi
determinada ao final do tempo de cultivo.

Ap6s a execucdo do planejamento experimental da Tabela 7, um ensaio de
confirmacado foi executado em triplicata, visando averiguar a repetitividade e
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adequacao a margem de erro dos experimentos. As condigdes experimentais foram
estabelecidas com base nos resultados do cultivo em biorreatores, fixando-se o valor
de ktaem 125 h' e utilizando a equagéo empirica de produgéo de lipideos, obtida na
presente etapa, para calcular a concentragao inicial de glicerol necessaria para atingir
uma producéo de lipideos préxima aos maiores valores obtidos neste planejamento.

4.6 Metodologia analitica

4.6.1 Concentracao celular

A concentracdo celular nos meios de cultivo foi determinada por
espectrofotometria, com uso de um equipamento BEL Engineering S.R.L., modelo UV-
M51. Aliquotas de 1 mL dos meios de cultivo foram centrifugadas a 1500 g por
10 minutos, diluidas e suas absorbancias foram estabelecidas a 600 nm, utilizando
agua destilada como branco.

A concentracdo celular foi obtida através da relacdo entre peso seco e
absorbancia, determinada através de uma curva de calibragdo previamente
estabelecida para a levedura em questdo, conforme metodologia utilizada por
Ferreira (2019).

4.6.2 Quantificacao de lipideos totais na biomassa

A quantificacao de lipideos foi realizada aplicando-se a metodologia proposta
por Ferreira (2019), que consiste na retirada de uma aliquota de 1 mL do meio de
cultivo, a qual foi centrifugada e teve seu sobrenadante descartado. Adicionou-se
entdo 1 mL de metanol e 2 g de pérolas de vidro, com 0,5 mm de didametro e submeteu-
se a amostra a agitacado em vortex por 1 minuto, seguida de imersdao em banho de
gelo, também por 1 minuto, repetindo esta sequéncia até um total de 4 vezes para
cada amostra.

Adicionou-se entdo 2 mL de cloroférmio e agitou-se a amostra durante 1 h a
200 rpm, apo6s os quais foram adicionados 1 mL de solugéo de cloreto de potassio

0,88% e 0,8 mL de agua destilada. Centrifugou-se entdo a amostra a 1500 g por
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10 min, coletou-se uma aliquota de 1 mL da fase organica separada, a qual foi alocada
em um vial previamente pesado.

Os vials contendo as amostras foram levados a estufa com temperatura de
80 °C por 72 horas para promover a evaporacao do solvente. Apos esse tempo 0s
vials foram pesados e o valor obtido a partir da diferenca entre seu peso inicial e final
representou a massa de lipideos produzidos pela levedura.

4.6.3 Extracao e quantificacao de carotenoides

A quantificagdo de carotenoides foi realizada através da retirada de uma
aliquota de 10 mL do meio de cultivo, a qual foi centrifugada a 1500 g por 10 minutos
e teve seu sobrenadante descartado. Adicionou-se entdo 5 mL de agua destilada e
submeteu-se as células a agitacao em vortex por 1 minuto, visando retirar possiveis
componentes do meio de cultivo ainda presentes.

As células lavadas foram submetidas a uma nova etapa de centrifugagcéo sob
as mesmas condi¢cdes anteriores € o sobrenadante foi novamente descartado.
Adicionaram-se entdo 3 mL de solucao de acetona e éter de petrdleo na proporcao
volumétrica de 1:1 e 2 g de pérolas de vidro, com 0,5 mm de didmetro, para entao
submeter as células a agitacdo em vortex durante 1 minuto, visando a extracdo dos
carotenoides produzidos.

ApOGs esta etapa a amostra foi novamente centrifugada a 1500 g por 10 min, o
sobrenadante foi reservado e repetiu-se a etapa de adicdo de solucado de acetona e
éter de petréleo seguida de agitacédo e centrifugacéo por 2 vezes, de forma que ao
final da extracao foram utilizados 10 mL de solugao de acetona e éter de petroleo.

A levedura Rhodotorula glutinis € capaz de sintetizar B-caroteno, toruleno e
torularodina (KOT et al., 2016), sendo o B-caroteno o carotenoide majoritariamente
produzido (PERRIER; DUBREUCQ; GALZY, 1995). Dessa forma, a concentracao de
carotenoides foi determinada com base na quantificagdo deste composto ao fim do
tempo de cultivo, aplicando para isso a metodologia utilizada por Nellis, Correia e
Spoto (2017) e Andrade et al. (2016).

O procedimento foi realizado pela determinagao da absorbancia da amostra em
um espectrofotometro BEL Engineering S.R.L, modelo UV-M51, utilizando-se o

comprimento de onda de 450 nm, referente a faixa de absor¢gdo do B-caroteno e
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solucdo de acetona e éter de petrdleo como branco. A concentracdo final foi
determinada a partir da equacao 1 (NELLIS; CORREIA; SPOTO, 2017 e ANDRADE et
al., 2016).

AV.10%
Ccart = 100m (1)

icm

Em que:

e Ccart: E a concentragdo de carotenoides em pg/100g de biomassa;
e A:E a absorbancia medida;
e V:E o volume final da amostra em mL;
e m: E a massa final da amostra em g;
1% .

e al’ :E o coeficiente de absorgdo do betacaroteno em éter de petréleo,

que assume o valor de 2592.
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5 Resultados e discussao

5.1 Estabelecimento de um modelo empirico para descricao do kia em
frascos agitados

Na Tabela 8 sao apresentados os resultados dos ensaios do planejamento
experimental 22 com face centrada, utilizado na avaliagdo da influéncia das variaveis:
Agitacado, Relagdo VFrasco/VMeio e concentracao de glicerol, sobre a resposta

coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio.

Tabela 8 - Planejamento experimental 2° com face centrada, utilizado na avaliacdo da
influéncia das variaveis: Agitacao, Razao VFrasco/VMeio e concentragédo de glicerol (So), sobre
a resposta k.a em ensaios realizados em frascos Erlenmeyer de 250 mL a 30°C.

Variaveis Resposta
Ensaio Relacao
Agitacao (rpm) So (g/L) kira (h™)
VFrasco/VMeio

1 150 2,50 70 9,7

2 250 2,50 70 22,2
3 150 5,00 70 16,00
4 250 5,00 70 38,4
5 150 2,50 120 10,7
6 250 2,50 120 17,9
7 150 5,00 120 13,6
8 250 5,00 120 47,0
9 150 3,75 95 16,3
10 250 3,75 95 35,2
11 200 2,50 95 16,0
12 200 5,00 95 28,4
13 200 3,75 70 24,6
14 200 3,75 120 17,8
15 200 3,75 95 21,9
16 200 3,75 95 20,6
17 200 3,75 95 23,9

Fonte: Proprio autor.
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Observa-se que os valores de k.a variaram entre 9,7 e 47,0 h'' o que demonstra
gue as variaveis estudadas apresentam influéncia sobre a resposta observada. De
forma geral, maiores valores de k.a foram alcancados quando foram empregadas

maiores frequéncias de agitacdo e uma maior relacao entre VFrasco/VMeio.

Para compreensao mais detalhada dos efeitos das variaveis sobre a resposta,
os dados obtidos foram tratados estatisticamente, sendo apresentado na Figura 22 o
grafico de Pareto para o estudo realizado. Na analise do gréafico de Pareto sé&o

considerados significativos os efeitos que apresentam um valor de “t” calculado,

representado pelas barras azuis na figura, superior ao valor de “t” tabelado,

representado pela linha vermelha no grafico.

Figura 22- Grafico de Pareto com os efeitos da Agitacao (1), Relacao entre VFrasco/VMeio (2),
Concentracao inicial de glicerol (So) (3) e suas interagdes sobre o k.a em frascos agitados.

2WVINVM(L) 86,6941

(1)x(2) 4,1557

Agitacdo (rpm)Q) 1.3078 |

So (gL)Q) 1,175

(2)x(3) 1,1021

(1) x(3) 06674

VIVM(Q) -0.5841

(3)So (L)L) - 0,405

p=0.05
Fonte: Proprio autor.
Na analise do grafico de Pareto verificou-se que a Agitacdo (1), a relacao

VFrasco/VMeio (2) € a interacdo entre essas variaveis (1) x (2) apresentaram efeitos
estatisticamente significativos sobre o k.a a um nivel de confianca de 95%, enquanto
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a concentracdo de glicerol (3) e suas interagdes com as demais variaveis néo
apresentaram efeitos significativos sobre essa resposta.

Com base nas variaveis que apresentaram efeito significativo foi proposto um
modelo matematico para descricdo do comportamento do k.a, em funcao dos valores

reais de tais fatores, o qual € apresentado na equacgao 2.

kya(h™1) = 18,515 — 0,081 * Agitagdo — 9,063 x Vf/Vm + 0,072 * Agitacdo xVf/Vm  (2)

Para avaliar o grau de ajuste dos dados experimentais ao modelo proposto foi
realizada uma analise de variancia, apresentada na Tabela 9. Esta andlise
demonstrou que o modelo foi capaz de explicar 91,8% da variacao experimental
observada. Desta forma o modelo foi considerado adequado para ser representado
na forma de uma superficie de resposta.

Tabela 9- Andlise de variancia dos efeitos principais e de interacao das variaveis Agitacao (1)
e razao VFrasco/VMeio (2) sobre o kia em frascos agitados.

Soma N° de Média

Fonte de variagao Quadratica g.l Quadratica P

(1) Agitagdo 894.4 1 894.4 <0,000001 *
(2) VFrasco/VMeio 446,3 1 446,3 0,000006 *
(1) x (2) 162,2 1 162,2 0,000672 *
Residual 107.1 13 8.2
Total 1610,0 16

Variagao explicada pelas variaveis significativas: 91,8%

Maxima variagao explicavel: 93,3%

* Significativo a 95% de confianca.

Fonte: Préprio autor.
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Na Figura 23 é apresentado o grafico de superficie de resposta que representa

o valor de k.a alcangado em funcéo da agitacao e da relagéo entre VFrasco/VMeio em
frascos agitados.

Figura 23- Superficie de resposta que descreve o comportamento do k.a em funcdo da
agitacao e da relagdo VFrasco/VMeio , em valores reais, com concentragdo de glicerol em
95 g/L, em frascos Erlenmeyer de 250 mL alocados em agitador orbital a 30°C.

5
: TR
0 % :’:”‘

s

Fonte: Proprio autor.

Na analise da superficie de resposta verificou-se que tanto o aumento da
frequéncia de agitagdo, quanto da relagdo entre VFrasco/VMeio, proporcionaram um
aumento dos valores do coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio. Dentro
da regiao de variagéo estudada o maior valor de k.a, que equivale a 47,0 h™', foi obtido
no ponto onde ambas as varidveis se apresentavam no nivel mais alto, ou seja,
agitagcao de 250 rpm e relagéo VFrasco/VMeio em 5,0.

Verificou-se ainda que o0 modelo apresentou comportamento linear, demonstrando
que maiores valores de k.a podem ser obtidos com o aumento da agitagdo e da

relacdo entre VFrasco/VMeio. Contudo, a avaliacdo de condicbes de agitacdo em
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maiores frequéncias de rotagdo ndo pode ser realizada devido a limitagdes fisicas do
equipamento, que permite o ajuste até 250 rpm, bem como a maioria dos agitadores
disponiveis no mercado. Optou-se também por nao utilizar relacées VFrasco/VMeio
superiores a 5, pois os volumes de liquido no frasco Erlenmeyer seriam insuficientes
para uma medigdo adequada do k.a.

Os resultados obtidos no presente estudo foram comparados com os valores
de k.a previstos pelos modelos propostos por Reynoso-Cereceda et al. (2016) e Liu,
Wu e Ho (2006), que sao apresentados respectivamente nas equagoes 3 e 4.

kLa = 3212. 10_4 * d1’92 * n1'16 * d8’38 * V—0,83 (3)

Em que:
e k,a: E o coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio em h-';
e d: E o diametro de frasco em m;
e n:E afrequéncia de agitagdo em s;

dy: E o diametro de agitacdo em cm;

e V:E ovolume de meio em ma.

Vi -0,80
kya = 0,141.N%8 (5 (4)

Em que:
e k,a: E o coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio em h';
e N:E afrequéncia de agitagdo em min™';
e VI: E o volume de meio em mL;

e Vo:E o volume de frasco em mL.

Na Tabela 10 sdo apresentados alguns dos dados obtidos experimentalmente
para o k.a, bem como os valores calculados através dos modelos apresentados nas
equacdes 3 e 4 e pelo obtido no presente trabalho para as mesmas condicdes

operacionais.
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Tabela 10- Valores de k.a obtidos experimentalmente e calculados a partir do modelo
proposto e através das equacbes apresentadas por Reynoso-Cereceda et al. (2016) e Liu,
Wu e Ho (2006).

k.a calculado (h™)
kia (h)

Experimental

Modelo  Reynoso-Cereceda Liu, Wue Ho

Proposto et al. (2016) (2006)
9,7 10,71 19,43 24,13
16,0 15,05 34,53 42,01
16,0 15,66 27,12 31,08
22,2 20,61 35,13 37,82
28,4 29,00 48,21 54,11
38,4 42,95 62,46 65,85

Fonte: Proprio autor.

Observa-se que os valores de kia obtidos experimentalmente apresentam
diferenca dos calculados usando as equagdes apresentadas pelos autores
mencionados. Todavia essa diferenga pode ser justificada pela composi¢cdo do meio
experimental, uma vez que Reynoso-Cereceda et al. (2016) realizaram suas medidas
em agua deionizada, adicionando Na2SOs e CoClz para retirar o oxigénio dissolvido
no inicio do experimento, enquanto Liu, Wu e Ho (2006) executaram as medidas em
um meio composto por 25 g/L de glicose, 3,0 g/L de (NH4)2SO4, 1,5 g/L de KH2PO4,
1,5 g/L de MgS04:7H20, 1,5 g/L de extrato de levedura e 10 g/L de licor de maceragéao
de milho.

A influéncia da composicao do meio nos valores de k.a pode ser observada
comparando os resultados obtidos entre as equagdes de ambos os autores que
mesmo aplicadas com os mesmos conjuntos de dados, apresentaram diferentes
resultados. A diferenca observada também demonstra a importancia de estabelecer
os valores de kia para as condicoes especificas utilizadas no cultivo, visando obter
um melhor dimensionamento dessa variavel.

No caso do presente trabalho estima-se que a influéncia da composi¢cao do meio
no kia seja justificada sumariamente pela presenca do glicerol, que apresenta
viscosidade e densidade superior a da agua e que foi adicionado, em sua menor
proporcao, na concentracdo de 70 g/L, o que pode ter dificultado a dissolucdo do

oxigénio no meio em questao.
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Ja o modelo e a superficie de resposta obtidos a partir dos dados experimentais
apresentaram grande proximidade com as variagdes implementadas no experimento
e dessa forma conclui-se que a determinacao experimental nos equipamentos
utilizados para o cultivo é a alternativa mais adequada para estabelecer as condigdes
operacionais capazes de proporcionar os valores de k.a desejados, os quais foram
necessarios para a proxima etapa deste estudo, em que se avaliou a influéncia desta
variavel sobre o crescimento celular e a produgcdo de carotenoides e lipideos pela

levedura.

5.2 Avaliacao da influéncia da concentracao inicial de substrato e do k.a

na producao de carotenoides e lipideos em frascos agitados

Os ensaios realizados nessa etapa foram executados segundo um
planejamento fatorial 22, com uma réplica de cada condigcdo experimental e uma
triplicata no ponto central, visando avaliar a influéncia das varidveis concentragéo
inicial de glicerol e ki.a sobre o crescimento celular e a produc¢do de carotenoides e
lipideos pela levedura. Na Tabela 11 sdo apresentados os resultados obtidos para a
concentracao celular, assim como a producao de carotenoides e lipideos, para o
tempo de 120 horas de cultivo, realizado sob as diferentes condi¢des do planejamento

experimental.
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Tabela 11- Planejamento experimental 22 com repeticdes utilizado para avaliagdo da
influéncia das variaveis coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (ka) e
concentracao inicial de glicerol (So), sobre a concentragao celular, de carotenoides e lipideos,
alcancadas pela levedura Rhodotorula glutinis em 120 horas de cultivo.

Variaveis Respostas
Ensaio —

kLa So Células Carotenoides Lipideos

(h) (g/L) (g/L) (mg/L) (g/L)
1 20 70 24,4 1,24 4.4
2 20 70 21,9 1,17 5,4
3 40 70 25,9 1,30 4,2
4 40 70 24,3 1,65 4,0
5 20 120 24,0 1,38 6,2
6 20 120 22,3 1,19 5,2
7 40 120 33,4 1,82 7,8
8 40 120 29,0 1,97 8,0
9 30 95 26,1 1,37 6,8
10 30 95 26,7 1,37 6,2
11 30 95 26,8 1,35 5,8

Fonte: Proprio autor.

E possivel notar que as concentragcdes de células, carotenoides e lipideos
variaram, de 21,9a 33,4 g/L, 1,17 a 1,97 mg/L e de 4,0 a 8,0 g/L, respectivamente. As
variacdes observadas para as respostas do planejamento evidenciam que, dentro da
regido avaliada, as variaveis estudadas apresentam influéncia sobre as respostas
observadas. As maiores concentracdes de lipideos (8,0 g/L), carotenoides (1,97 mg/L)
e células (33,4 g/L) foram alcancadas nos ensaios em que 0s maiores valores de k.a
e So foram empregados, demonstrando assim a influéncia positiva destas variaveis
sobre as respostas observadas.

Para melhor compreender a influéncia de cada varidvel no processo, os dados
obtidos foram submetidos a uma analise estatistica, através da elaboragao de graficos
de Pareto. Nesta andlise os efeitos do coeficiente volumétrico de transferéncia de
oxigénio (1) e da concentragdo inicial de glicerol (So) (2) sobre as respostas
concentracdo celular, de carotenoides e lipideos foram avaliados a um nivel de

confianca de 95%.
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No grafico de Pareto apresentado na Figura 24 observa-se que ambas as
variaveis k.a e concentracao inicial de glicerol, assim como seu termo de interagédo
apresentaram efeito significativo sobre a concentragdo celular. No caso da
concentracao de carotenoides, cujo grafico de Pareto esta representado na Figura 25
apenas os efeitos principais do k.a e da concentracao inicial de glicerol apresentaram
efeito significativo sobre esta resposta, ndo sendo significativo o termo de interacao.
No caso da concentracao de lipideos, na analise do gréafico de Pareto da Figura 26,
foi considerado significativo, no mesmo nivel de confianga, a variavel principal
concentragcao de glicerol e o termo de interacdo entre k.a e concentragao inicial de

glicerol.

Figura 24- Grafico de Pareto para a andlise dos efeitos do k.a (1) e da concentracao inicial
de glicerol (So) (2) sobre a concentracao celular ao final de 120 h de cultivo.

(Dkla (h) 4,469699
(1)x(2) ¢ 2,726516
(2)So (g/L) 2726516

p=0,05

Fonte: Préprio autor.
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Figura 25- Grafico de Pareto para a analise dos efeitos do k.a (1) e da concentracao inicial
de glicerol (So) (2) sobre a concentragao de carotenoides ao final de 120 h de cultivo.

(1)kia (h") 4,837582

(2)So (g/L) } 2,748626

Mx@2) | 869066

p=0,05
Fonte: Préprio autor.

Figura 26- Grafico de Pareto para a analise dos efeitos do k.a (1) e da concentracao inicial
de glicerol (So) (2) sobre a concentragao de lipideos ao final de 120 h de cultivo.

(2)So (g/L) 5,582584

(1)x(2) r 3.640817

(Dkia (") | 1,699048

p=0,05

Fonte: Préprio autor.
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A partir das variaveis significativas foram propostos modelos para descrever o
comportamento das respostas concentragdo celular (Equacao 5), concentragéo de
carotenoides (Equacdo 6) e concentracdo de lipideos (Equacédo 7), com base na
concentracao de glicerol e no coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio,
para ensaios realizados em frascos agitados. Nestas equagbes as respostas sao
descritas em fungao dos valores reais do k.a (h'') e da concentragéo inicial de glicerol
no meio de cultivo (g/L).

Conc.Células (g/L) = 29,98 — 0,33 x kLa — 0,12 * So + 0,01 * kLa * So (5)
Conc. Carotenoides (mg/L) = 1,27 — 0,01 * kLa — 0,05x107% * So (6)
Conc. Lipideos (g/L) = 8,95 — 0,25 * kLa — 0,04 * So — 0,003 * kLa * So (7)

Ressalta-se que no caso da Equacéo 7, referente a concentragao de lipideos, que
0 kia foi mantido no modelo devido ao fato de seu termo de interacdo com a
concentracgao inicial de glicerol, (1) x (2), ser estatisticamente significativo. Para avaliar
0 grau de ajuste dos dados experimentais aos modelos propostos foram realizadas
analises de variancia (ANOVA), as quais sao apresentadas nas Tabelas 12, 13 e 14,
para as respostas concentracao celular, concentracao de carotenoides e de lipideos,

respectivamente.

Tabela 12- Andlise de variancia dos efeitos principais e de interagao: k.a (1) e concentracao
inicial de glicerol (So) (2) sobre a concentragao celular da levedura ao fim das 120 horas de
cultivo.

] Média
Fonte de variacdo Soma quadratica N° de g.l. .
Quadratica
(1) kea 50,00 1 50,00 0,002902 -~
(2) So 18,60 1 18,60 0,029487 *
(1) x(2) 18,60 1 18,60 0,029487 *
Residual 17,52 7 2,50
Total 104,73 10
Variagao explicada pelas variaveis significativas: 76,10%
Maxima variagdo explicavel: 83,27%

* Significativo a 95% de confianca.

Fonte: Proprio autor.
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Tabela 13- Analise de variancia dos efeitos principais e de interagao: k.a (1) e concentragdo
de glicerol (So) (2), sobre a produgao de carotenoides ao fim das 120 horas de cultivo.

o . Média
Fonte de variacao Soma quadratica N° de g.l. .
Quadratica
(1) kea 0,3872 1 0,3872  0,001883 *
(2) So 0,1250 1 0,1250  0,028561 *
(1) x (2) 0,0578 1 0,0578  0,103820
Residual 0,1158 7 0,0165
Total 0,6858 10

Variagéo explicada pelas variaveis significativas: 75,86%
Maxima variagéo explicavel: 83,11%

* Significativo a 95% de confianga.

Fonte: Proprio autor.

Tabela 14- Analise de variancia dos efeitos principais e de interacdo: k.a (1) e concentragao
de glicerol (So) (2), sobre a producéao de lipideos ao fim das 120 horas de cultivo.

. . Média
Fonte de variacao Soma quadratica N° de g.l. .
Quadratica
(1) ka 0,98 1 0,98 0,133113
(2) So 10,58 1 10,58 0,000831 *
(1) x(2) 4,50 1 4,50 0,008278 *
Residual 2,38 7 0,34
Total 18,44 10

Variagéo explicada pelas variaveis significativas: 81,59%
Maxima variagéo explicavel: 87,11%

* Significativo a 95% de confianga.

Fonte: Proprio autor.

Nas analises de varidncia constatou-se que os modelos apresentaram uma
variacao explicada pelas variaveis significativas de pelo menos 76% e uma maxima
variagdo explicavel maior que 83%. Esses resultados demonstram que os modelos
foram capazes de explicar um minimo de 76% da variagdo observada nos resultados
do planejamento experimental, podendo chegar a um maximo de até 83% no caso
das concentragdes de células e carotenoides e a 87% no caso da concentracédo de
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lipideos. Dessa forma, os modelos foram considerados adequados para serem
representados na forma de superficies de resposta.

A Figura 27 apresenta a representacdo grafica da superficie de resposta que
descreve o comportamento da concentracao celular com 120 h de cultivo em funcao
das variaveis kia e So. Verifica-se nesta figura que, dentro da regido de estudo
avaliada, a maior concentragéo celular alcangada foi de cerca de 33 g/L, a qual foi
obtida com concentragao inicial de glicerol de 120 g/L e kia de 40 h™'. Verificou-se
ainda que para valores de k.a de 20 h™', a variacdo da concentracdo inicial de glicerol
teve pouca influéncia na concentragéao final de células, a qual permaneceu préxima a
23 g/L. Este comportamento demonstra o efeito da interacdo entre kia e So,
evidenciando que o ajuste concomitante destas variaveis é de grande importancia
para a otimizagao do processo.

Figura 27- Superficie de resposta que descreve o comportamento da concentragao de células
alcangada pela levedura em 120 horas de cultivo, em fungao do k.a e da concentragao inicial
de glicerol (So) empregados nos cultivos.

3
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Fonte: Préprio autor.
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O comportamento observado para a concentragao celular pode indicar que para
menores valores de k.a, o oxigénio foi o fator limitante, restringindo o crescimento
celular, independente da concentracdo de glicerol disponivel. Quando a
disponibilidade de oxigénio foi mantida em seu nivel mais elevado (k.a = 40 h'"), o
aumento da concentracao de glicerol levou a um aumento na concentragao celular
final de cerca de 24 para 36 g/L, o que representa uma elevagao de aproximadamente
50% na producéo de biomassa celular.

Na Figura 28 esta apresentada a superficie de resposta que descreve o
comportamento da concentracao final de carotenoides em fungao das variaveis k.a e
concentragao inicial de glicerol. Verifica-se que a influéncia da concentracao inicial de
glicerol sobre a producao de carotenoides foi dependente do nivel de disponibilidade
de oxigénio. Quando o k.a foi mantido em seu menor nivel (k.a = 20 h'), a variagcao
da concentragao de glicerol teve pouca influéncia sobre a produgéo de carotenoides,
a qual permaneceu préxima a 1,2 mg/L. Por outro lado, quando o k.a foi mantido em
seu maior nivel (k.a = 40 h''), o aumento da concentragdo de glicerol levou a um
aumento de 43% na concentragao de carotenoides (de 1,4 para 2,0 mg/L).

Figura 28- Superficie de resposta que descreve o comportamento da concentragdo de
carotenoides alcangada pela levedura em 120 horas de cultivo, em funcdo do kia e da
concentracao inicial de glicerol (So) empregados nos cultivos.

Fonte: Préprio autor.
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De forma semelhante ao observado para a concentragéo celular, tanto o aumento
da concentragdo inicial de glicerol, quanto o aumento do k. alevaram a maior produgao
de carotenoides pela levedura, sendo que a maior concentracdo deste metabdlito,
cerca de 2,0 mg/L em 120 horas, foi alcancada para cultivos realizados com uma
concentracdo inicial de glicerol de 120 g/L e k.a de 40 h.

Na Figura 29 € apresentada a superficie de resposta que descreve o
comportamento da concentracao final de lipideos em funcdo das variaveis k.a e
concentracao inicial de glicerol. Pode-se observar que quando a concentracdo de
glicerol foi mantida em 70 g/L, a elevagédo do k.a de 20 h™' para 40 h™! resultou em
uma reducédo da concentracao de lipideos de 6 para 3 g/L. Esse comportamento pode
ser explicado pelo uso da fonte de carbono para suprir as demandas do crescimento
celular ao invés do acumulo dos lipideos de reserva, o que tornou-se possivel devido
a maior disponibilidade de oxigénio no meio. Tal hipétese é corroborada pelo
comportamento observado na Figura 27, na qual a concentragao celular aumenta com
a elevagéao do kia para cultivos realizados com concentragao inicial de glicerol de
70 g/L.

Figura 29- Superficie de resposta que descreve o comportamento da concentragcdo de
lipideos alcangada pela levedura em 120 horas de cultivo, em fungao do k.a e da concentracédo
inicial de glicerol (So) empregados nos cultivos.

ateaL A

Fonte: Proprio autor.
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Quando o valor de k.a foi mantido em 20 h' e a concentragdo de glicerol foi
elevada observou-se um aumento na producéo de lipideos de aproximadamente 20%,
0 que é um resultado esperado devido ao fato de que o acumulo deste metabdlito é
favorecido pelo excesso da fonte de carbono. Ressalta-se também que quando a
concentracdo inicial de glicerol foi mantida em 120 g/L, o aumento do k.a de 20 h-'
para 40 h'' resultou em um aumento da concentracdo de lipideos de 6,0 para 8,0 g/L,
0 que representa uma elevacao de aproximadamente 33%.

De forma geral a tendéncia apresentada na Figura 29 evidencia que a elevagao
de ambas as variaveis estudadas, k.a e So, favorece o acumulo de lipideos, sendo
que a maior concentracdo deste metabdlito, 8,0 g/L, foi obtida no ensaio em que
ambas as variaveis foram ajustadas na condicdo mais elevada.

Dentro da regido estudada todos os modelos apresentaram um comportamento
linear. De um modo geral, na andlise das superficies de resposta verificou-se que a
elevacao da concentragdo de glicerol, assim como do coeficiente volumétrico de
transferéncia de oxigénio, levou a um aumento das trés respostas avaliadas.

Os efeitos do k.a sobre a concentracdo celular e a producdo de lipideos
observados corroboram com o descrito por Bento (2017), que avaliou a influéncia da
aeracao sobre a concentracao de células e lipideos da levedura Rhodotorula glutinis,
tendo como principais variaveis de estudo a agitacdo e a relacao Vrrasco/VMeio, S€NdO
que no presente trabalho estas foram as variaveis que apresentaram maior influéncia
sobre o0 kia e consequentemente sobre a transferéncia de oxigénio para o meio.

Bento (2017) cita que os maiores valores de concentracéo de células e lipideos,
39,44 g/L e 4,45 g/L respectivamente, foram alcangadas para o tempo de 120 h de
cultivo, nos experimentos em que empregou-se uma agitacdo de 250 rpm e uma
relacdo VFrrasco/VMeio de 5,0 e sugere que maiores valores podem ser obtidos
proporcionando maiores niveis de aeragdo para o cultivo. Essa avaliacdo é
semelhante a tendéncia observada no presente trabalho, ressaltando-se que apesar
de o kia nao ter apresentado efeito significativo sobre a producéao de lipideos, sua
interacdo com a concentragao inicial de glicerol se mostrou significativa, sendo entao
necessaria sua elevagao para maior producédo do metabdlito.

Ja os efeitos do k.a sobre a producéo de carotenoides apresentam-se de acordo
com observado no trabalho de Aksu e Eren (2007). Os autores constataram a
elevacdo da produgdo de carotenoides pela levedura Rhodotorula glutinis de
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63,4 mg/L, em um meio sem aeragao, para 96,2 mg/L quando foi estabelecida uma
aeracao de 1,2 vvm.

Todavia os efeitos do coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio
sobre a producao de carotenoides devem ser melhor avaliados, uma vez que Silva
(2014b), ao analisar a influéncia da agitacdo sobre a producdo deste metabdlito
observou que sua produgéo foi maior em valores intermediarios da variavel estudada.
O autor avaliou a producao de carotenoides com uma frequéncia de agitagéo de 120,
150 e 180 rpm, encontrando a maior produc¢ao (63,02 pug/g) em 72 h de cultivo e 150
rom. Esses dados sugerem que apds determinado nivel de disponibilidade de
oxigénio, a elevacdo desta variavel ndo acarreta um aumento da producdo de
carotenoides, sendo necessario entao ampliar os limites de estudo do k.a para avaliar
essa questao.

De modo geral, a tendéncia verificada em todas as superficies de resposta
sugere que maiores concentragdes celulares, de carotenoides e lipideos podem ser
obtidas com cultivos realizados com concentragdes de glicerol superiores a 120 g/L e
coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio superior a 40 h'. Apesar da
possibilidade de se prosseguir com o0s experimentos em frascos agitados
aumentando-se a concentragéo de glicerol, o mesmo nao poderia ser feito com o k.a.
Desta forma, optou-se por prosseguir o estudo em biorreatores de bancada,
primeiramente realizando uma avaliacdo para selecionar o equipamento capaz de

fornecer valores de ki a adequados ao objetivo desse estudo.

5.3 Definicao do biorreator e do dispersor para o cultivo

Os experimentos necessarios para a selecdo do modelo de reator e do dispersor,
visando proporcionar condi¢gdes de cultivo de elevado k.a foram realizados segundo
um planejamento experimental do tipo Taguchi L8. Todos os experimentos foram
executados em triplicata, com dois niveis das variaveis aeracao (0,25 e 1,0 vvm), tipo
de reator (coluna de bolhas e Air-liff) e porosidade do dispersor (2,0 e 200 um). Os
resultados obtidos para os valores de k.a e de tempo de mistura nessas condigbes
sado apresentados na Tabela 15, sendo também expostos nas Figuras 30 e 31 os
efeitos dos fatores analisados sobre as variaveis resposta.
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Tabela 15- Planejamento experimental tipo Taguchi L8 com triplicata dos ensaios para avaliacao da influéncia das variaveis aeragao, porosidade
do dispersor e tipo de reator sobre as respostas ki a e tempo de mistura.

Variaveis

Ensaio Reator Porosidade do dispersor Aeracao Respostas
. , , , ) Tempo de
Tipo Nivel (um) Nivel (vvm) Nivel k.a (h™) misttfra (s)
Col. de bolhas 1 2 1 0,25 1 132,5 10
1 Col. de bolhas 1 2 1 0,25 1 147.0 8
Col. de bolhas 1 2 1 0,25 1 126,0 7
Col. de bolhas 1 2 1 1,00 2 169,6 5
2 Col. de bolhas 1 2 1 1,00 2 154,7 3
Col. de bolhas 1 2 1 1,00 2 151,7 6
Air-Lift 2 2 1 0,25 1 89,0 4
3 Air-Lift 2 2 1 0,25 1 80,8 4
Air-Lift 2 2 1 0,25 1 92,6 4
Air-Lift 2 2 1 1,00 2 109,6 3
4 Air-Lift 2 2 1 1,00 2 114,8 3
Air-Lift 2 2 1 1,00 2 109,0 2
Col. de bolhas 1 200 2 0,25 1 6,4 7
5 Col. de bolhas 1 200 2 0,25 1 7,0 7
Col. de bolhas 1 200 2 0,25 1 5,8 8
Col. de bolhas 1 200 2 1,00 2 23,5 3
6 Col. de bolhas 1 200 2 1,00 2 24,4 3
Col. de bolhas 1 200 2 1,00 2 24,1 6
Air-Lift 2 200 2 0,25 1 6,6 4
7 Air-Lift 2 200 2 0,25 1 5,8 4
Air-Lift 2 200 2 0,25 1 6,4 4
Air-Lift 2 200 2 1,00 2 27 1 3
8 Air-Lift 2 200 2 1,00 2 27,6 3
Air-Lift 2 200 2 1,00 2 28,1 3

Fonte: Proprio autor.
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Figura 30- Efeitos dos modelos de dispersor sobre o k.a nos reatores Air-lift e Coluna de
bolhas.
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Figura 31- Efeitos dos modelos de dispersor sobre o tempo de mistura nos reatores Air-lift
Coluna de bolhas.
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Avaliando os resultados apresentados na Tabela 15 verificou-se que os maiores
valores de k.a, cerca de 160 h-', foram obtidos com uso do dispersor de 2,0 um, no
reator coluna de bolhas e com uma aerag¢do de 1,0 vvm. Verificou-se ainda que,
mesmo com a menor aeracao avaliada (0,25 vvm), o reator coluna de bolhas com
dispersor de 2,0 um, proporcionaram valores de k.a de cerca de 135 h', ou seja,
superiores aos alcangados nas demais condi¢cées que empregraram o reator Air-lift ou
o dispersor de 200 um. De forma geral, quando utilizado o dispersor de 2,0 um os
valores encontrados no reator coluna de bolhas sdo em média superiores aos medidos
no reator Air-lift em 42,7%, no caso da aeracdo de 0,25 vvm, e 54,5% com a aeracao
de 1,00 vvm.

Com o uso do dispersor de 200 um, ndo houve diferenca relevante entre os
valores de k.a observados comparando os reatores coluna de bolhas e Air-lift, quando
a mesma aeracao € aplicada. Com a aeracao de 0,25 vvm os valores de k.a de ambos
os reatores permaneceram préximos a 6 h™'. Comportamento semelhante também foi
observado para a aeracao de 1,00 vvm, na qual os valores de k.a ficaram préximos a
26 h'' para ambos os modelos de reatores.

Na Figura 30 é apresentado o grafico dos efeitos dos fatores estudados sobre o
k.a, em que € possivel notar que o tipo de dispersor apresentou maior influéncia sobre
0 kia. Na Figura 30 é possivel notar ainda que os maiores valores de k.a sdo obtidos
quando o dispersor de 2,0 um é utilizado, sendo que no caso do reator coluna de
bolhas, o valor médio de k.a obtido com o uso do dispersor de 2,0 um na aeracao de
0,25 vvm (135 h') é cerca de 20 vezes superior ao valor obtido com o dispersor de
200 pm (6 h'') na mesma condicédo. Ja na aeragao de 1,00 vvm o dispersor de 2,0 um
apresentou um kia de 160 h'', que é 7 vezes superior aos 26 h™' obtidos com o
dispersor de 200 um. Um comportamento semelhante também € observado no reator
Air-lift, que com a aeragdo de 0,25 vvm apresentou um k.a de 6 h™' com o dispersor
de 200 um, ao passo que com o dispersor de 2,0 um, apresentou um kia de 90 h,
cerca de 15 vezes superior.

Analisando a Figura 30 € possivel ainda notar que o modelo de biorreator ndo
apresentou um efeito significativo sobre o valor de k.a quando associado ao dispersor
de 200 um, uma vez que os valores para essa resposta permaneceram em uma faixa
semelhante, de aproximadamente 6 a 26 h™! (respectivamente a 0,25 e 1,0 vvm) em
ambos os modelos. Ja para a condicdo em que o dispersor de 2,0 um foi utilizado, o
reator coluna de bolhas apresentou maiores valores de k.a, atingindo uma faixa de
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aproximadamente 135 a 160 h-', enquanto no reator Air-lift os valores obtidos foram
préximos a faixa de 90 a 110 h.

No caso da aeragdo, observa-se que esse fator apresentou um efeito
semelhante em todas as condi¢gdes experimentais, permitindo que o k.a se elevasse
em aproximadamente 20 h"' quando a aeracéo foi aumentada de 0,25 para 1,0 vvm.
Esse efeito pode ser observado pela inclinagdo semelhante entre as retas ilustradas
na Figura 30, o que sugere uma taxa de elevagcao semelhante em todos os casos.

Como segundo fator de avaliagdo, o tempo de mistura de cada reator foi
mensurado utilizando ambos os dispersores com as aeracdes ajustadas em 0,25 vvm
e 1,00 vvm. Comparando os dados apresentados na Figura 31 observa-se que os
valores de tempo de mistura no reator Air-lift foram menores que os do coluna de
bolhas. Quando utilizado o dispersor de 2,0 um com a aeragao de 0,25 vvm o tempo
de mistura do Air-lift (4 s) foi cerca de 50% menor que os obtidos no coluna de bolhas
(8 s), e 40% menor com 1,00 vvm de aeracédo (3 e 5 s, respectivamente). No caso do
dispersor de 200 um o reator Air-lift também apresentou tempos de mistura inferiores
ao coluna de bolhas, sendo que essa variavel assumiu valores 45% menores no caso
da aeracao de 0,25 vvm e 25% menores com a aeracao ajustada em 1,00 vvm.

Analisando os dados apresentados na Figura 31 é possivel notar que tratando-
se do modelo de biorreator o Air-lift apresentou os menores valores de tempo de
mistura, sendo este o fator de maior influéncia sobre esta resposta. O tipo de dispersor
utilizado ndo apresentou um efeito significativo sobre o tempo de mistura, o que pode
ser observado pela semelhanca dos efeitos observados para ambos os modelos de
biorreator. Ja 0 aumento da aeragdo permitiu a obtencdo de menores valores da
variavel resposta em todos os experimentos, sendo que este comportamento pode ser
observado de forma mais evidente quando o reator coluna de bolhas foi utilizado.

Para melhor entender a influéncia do modelo de biorreator sobre 0 k.a e 0 tempo
de mistura é necessario comparar também a velocidade superficial do gas em cada
regime de operagao. A velocidade superficial do gas é o quociente entre a vazao
volumétrica de gas injetada no equipamento e a area da sessao transversal da regiao
de subida. A relacéo entre essa variavel e 0 k. a é explicada por Krishna e Van Baten
(2003), que citam que em uma mesma velocidade superficial de gas, o kia nos
biorreatores tipo Air-lift € significativamente menor que nos coluna de bolhas. Ja no
caso do tempo de mistura Buwa e Ranade (2008) e McCluere et al. (2017) mostram

em seus trabalhos que, respectivamente, os reatores coluna de bolhas e Air-lift tem
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seu tempo de mistura dependente da velocidade superficial do gas, apresentando
comportamento inversamente proporcional a esta variavel. Os valores assumidos pela
velocidade superficial do gas em cada condicao experimental do presente trabalho
sao apresentados na Tabela 16.

Tabela 16- Valores calculados para a velocidade superficial do gas nos reatores dos tipos
Air-lift e coluna de bolhas com aeracées de 0,25 e 1,00 vvm.

Velocidade Superficial do gas (cm/min)

Tipo de biorreator

0,25 vwm 1,00 vvm
Air-lift 20,29 81,17
Coluna de bolhas 6,37 25,47

Fonte: Proprio autor.

Os resultados obtidos experimentalmente podem ser explicados pelo fato de que
mesmo com a velocidade superficial do gas no reator Air-lift sendo aproximadamente
3,2 vezes maior que a do coluna de bolhas, nas mesmas condi¢des experimentais, a
diferenga nao foi suficiente para que o ki.a deste equipamento superasse o valor do
segundo dentro da regido estudada.

O comportamento do k.a perante a variacdo na velocidade superficial do gas
pode ser observado nos resultados apresentados por Krishna e Van Baten (2003) que
expbem dados, apresentados aqui de forma aproximada, em que uma variagdo na
velocidade superficial do gas de 120 cm/min para 180 cm/min, gera uma elevacéo do
ki.a de um reator coluna de bolhas de 72 h' para 136,8 h"' enquanto em um reator Air-
lift a mesma mudanca gera uma alteracdo no k,ade 14,4 h' para 21,6 h™'.

Nos dados apresentados por Krishna e Van Baten (2003) é possivel notar que
os valores assumidos pelo kLa no reator coluna de bolhas s&o pelo menos 5 vezes
maiores que no Air-liffem uma mesma velocidade superficial do gas. Pode-se também
verificar que o menor valor de k.a observado no reator coluna de bolhas € superior ao
maior valor obtido no Air-lift, o que vai ao encontro do comportamento observado no
presente trabalho.

Tratando-se do tempo de mistura, os menores valores obtidos, referentes ao
reator Air-lift sdo justificados pela maior velocidade superficial do gas alcangada nesse
reator em comparacdo ao coluna de bolhas. Os resultados observados vao ao
encontro ao exposto por Buwa e Ranade (2008), que apresentam dados, expostos
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aqui de forma aproximada, em que o tempo de mistura em um reator coluna de bolhas
foi reduzido de 17 para 10 s quando a velocidade superficial do gas foi elevada de 18
para 42 cm/min.

Levando em consideracdo os fatores mensurados, kia e tempo de mistura,
optou-se por utilizar na préxima etapa deste trabalho o reator coluna de bolhas, uma
vez que este permitiu alcancar valores mais altos de ki.a que é a variavel principal
deste estudo. Apesar deste reator apresentar um tempo de mistura maior que o Air-
lift o valor obtido para esta variavel com 1 vvm de aeracao é 1 segundo superior ao
tempo do Air-lift, enquanto na aeragao de 0,25 vvm € 3,3 = 0,58 segundos maior, valor
este que nao foi considerado suficientemente alto para gerar efeitos significativos nos
resultados do cultivo.

Tratando-se dos dispersores, os efeitos observados no k.a em relagdo aos 2
tipos de equipamentos testados podem ser explicados pelas diferentes configuracdes
de bolhas geradas por cada um deles nas condigbes experimentais, sendo que tais
condi¢cdes podem ser observadas nas Figuras 32 e 33 que apresentam as fotografias

retiradas das bolhas formadas pelos dispersores testados em cada condigcdo de
aeracgao.

Figura 32- Registro fotografico da distribuicdo de bolhas formado no reator coluna de bolhas
pelo dispersor de 200 um nas aeragdes de 0,25 vvm (a) e 1,0 vvm (b).

e S
g ﬁci o s .’J:
S - > 5 =2 : 3. < ¥
(=] 5 TR e "
o, " = "2~ o
= = | e 2 o O
S ¢p Y §oOas
o2 - S O SO
4 o B, = AWy 5,
‘J ::Q &-‘t &
s 3 =
& o N
© ¢ ' 38 28, OX
- D B =
- o7 &, -
g ;g“:‘ P
il -
EOQ: T 2
b F TS, g
o LS 0
Q ::7;___"
(a) S a e

Fonte: Proprio autor.



81

Figura 33- Registro fotografico da distribuicdo de bolhas formado no reator coluna de bolhas
pelo dispersor de 2,0 um nas aeragdes de 0,25 vvm (a) e 1,0 vvm (b).

Fonte: Proprio autor.

Por andlise qualitativa dos regimes apresentados nas Figuras 32 e 33 é
possivel notar que tratando-se da mesma condi¢do de aeracao, o dispersor de 200 um
gerou bolhas maiores, porém em menor quantidade que o dispersor de 2,0 um. Pode-
se também observar que, analisando um mesmo dispersor, 0 aumento da aeracao de
0,25 para 1,0 vwvm causou uma elevagdo na quantidade de bolhas geradas. Para
fundamentar tal afirmacao é apresentada na Tabela 17 a quantificagdo das bolhas em

ambas as condi¢cdes de aeracao para os dispersores testados.

Tabela 17- Quantificagdo das bolhas produzidas pelos dispersores de 200 um e de 2,0 um
nas aeragOes de 0,25 e 1,00 vvm em reator do tipo coluna de bolhas.

Aeracao Medida Medida Medida

Dispersor Média Desvio
(vvm) 1 2 3
0,25 372 411 388 390,33 19,60
200 pm
1,00 1.384 1.329 1.226 1.313,00 80,21
20 0,25 3.774 3.377 3.367 3.506,00 232,15
,0 um
H 1,00 3.943 4111 3.631  3.895,00 243,57

Fonte: Proprio autor.
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E possivel constatar que o dispersor de 2,0 pm gerou uma quantidade superior
de bolhas que o dispersor de 200 um, sendo que quando compara-se ambos 0s
equipamentos com aeracao de 1 vvm pode-se notar que o dispersor de 2,0 um gerou
uma quantidade de bolhas que corresponde a quase 3 vezes o valor gerado pelo
equipamento de 200 um. Tratando-se de um mesmo dispersor com diferentes
aeracdes verifica-se que o incremento na aeragao do equipamento de 200 um causou
um efeito mais expressivo que no de 2,0 um. Deve-se porém observar que os valores
de desvio encontrados para este ultimo equipamento sdo consideraveis, sendo sua
dimensao a principal justificativa para a menor elevagdo do numero de bolhas do
dispersor de 2,0 um. Na Tabela 18 € apresentada a distribuicdo de tamanho de bolhas
para as diferentes condicdes experimentais executadas.

Tabela 18- Distribuicao do tamanho de bolhas para os dispersores de 200 um e 2,0 um nas
aeracoes de 0,25 e 1,00 vvm, com limites de area estabelecidos pelo programa ImageJ.

Dispersor 200 pm 2,0 pym
A(evr 3.330 0,25 1,00 0,25 1,00
N° de Area N2 de Area Ne de Area Ne de Area Ne de
Agrupamentos (cm2) bolhas (cm2) bolhas (cm?) bolhas (cm2) bolhas
1 0,00064 339 0,00037 1228 0,00008 3356 0,00007 4076
2 0,00789 25 0,00645 28 0,01693 14 0,00828 12
3 0,01514 26 0,01253 18 0,03378 3 0,01649 4
4 0,02238 13 0,01862 20 0,05063 1 0,02470 6
5 0,02963 5 0,02470 11 0,06748 0 0,03291 5
6 0,03687 2 0,03078 12 0,08433 1 0,04112 2
7 0,04412 0 0,03686 3 0,10118 0 0,04933 4
8 0,05136 0 0,04294 1 0,11803 0 0,05754 1
9 0,05861 0 0,04903 4 0,13487 0 0,06575 0
10 0,06586 1 0,05511 4 0,15172 2 0,07396 1
Total 411 1329 3377 4111

Fonte: Préprio autor.

Pode-se constatar que o dispersor de 2,0 um gerou bolhas de menor tamanho e
em uma faixa mais definida, o que esta de acordo com o comportamento observado
nas Figuras 32 e 33. Dessa forma os maiores valores de k. a atingidos pelo dispersor
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de 2,0 um séo justificados pela caracteristica das bolhas por este geradas, que se
apresentaram em maior quantidade e em menor dimensao que as formadas pelo
dispersor de 200 pm.

A influéncia das caracteristicas das bolhas sobre o k.a é exposta por Condori
Bustamante (2013) que cita que um maior nimero de bolhas de menor didmetro
possibilita a elevacdo da area de transferéncia de oxigénio e consequentemente o
aumento do k.a, enquanto Najafpour (2007) além de reforcar tal afirmacéo, ainda cita
gue o tamanho das bolhas depende do tamanho do orificio e do tipo de aspersor.

Wongwailikhit et al. (2018) avaliaram a influéncia de dois grupos de dispersores
sobre algumas variaveis de um reator coluna de bolhas, dentre estas o k.a. Os autores
observaram que tratando-se de uma mesma velocidade superficial do gas, o que esta
atrelado a uma mesma vazao de gas para o reator, 0 grupo de dispersores com
menores orificios gerou bolhas menores e um ki a maior quando comparado com o
grupo de dispersores com orificios maiores nas mesmas condicgdes.

As afirmacdes de Condori Bustamante (2013) e Najafpour (2007), bem como os
resultados de Wongwailikhit et al. (2018) vao ao encontro do exposto no presente
trabalho, em que se observou maiores valores de k.a atrelados ao dispersor que gerou
menores bolhas e em maior quantidade, justificando assim os resultados obtidos.
Devido aos maiores valores de kia produzidos pelo dispersor de 2,0 um, esse
equipamento foi selecionado, juntamente com o reator coluna de bolhas, para

execucao dos cultivos.

5.4 Avaliacao da influéncia da disponibilidade de oxigénio e da
concentracao inicial de substrato sobre a producéao de carotenoides
e lipideos em biorreator

Nesta etapa do estudo foi avaliada a influéncia do k.a e da concentragdo inicial
de glicerol sobre o crescimento celular e a producao de carotenoides e lipideos em
biorreatores tipo coluna de bolhas. Os ensaios foram realizados segundo um
planejamento experimental 22 com faces centradas e repeticdes no ponto central, que
é apresentado na Tabela 19 juntamente com os resultados obtidos nos ensaios. Pode-
se observar que para todas as variaveis resposta analisadas, os trés maiores valores

obtidos estédo relacionados aos ensaios onde ambos os fatores, k.a e concentracao
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inicial de glicerol, estdo ajustados em seus niveis intermediarios ou altos. Tal
comportamento sugere uma tendéncia de aumento da concentracdo celular, de

carotenoides e lipideos como resultado do aumento do k.a e de So.

Tabela 19- Resultados obtidos para a concentragao de células, carotenoides e lipideos apés
120 horas de cultivo em biorreatores coluna de bolhas com volume til de 500 mL sob as
diferentes condi¢cbes do planejamento experimental.

Variaveis Respostas

Ensaio kia(h')  So(g/L) Células Lipideos Carotenoides

(g/L) (g/L) (mg/L)
1 175 250 20,51 12,52 5,59
2 175 160 21,99 8,40 4,82
3 175 70 18,44 5,80 5,02
4 75 250 11,53 3,80 1,76
5 75 160 17,29 5,60 2,91
6 75 70 19,79 4,20 2,00
7 125 250 16,67 10,00 3,52
8 125 70 19,92 8,48 4,56
9 125 160 20,57 8,60 5,47
10 125 160 19,46 7,00 5,91
11 125 160 19,54 7,80 5,26

Fonte: Proprio autor.

Na Figura 34 é apresentado o Grafico de Pareto para a analise dos efeitos
principais, quadraticos e de interacdo do k.a e de So sobre a concentrag¢do celular, ao
final de 120 horas de cultivo. Nesta analise verificou-se que foram considerados
significativos os efeitos principais do k.a e de So, o efeito quadratico de So e o efeito
de interagédo entre o0 kia e So. Esses resultados corroboram com o comportamento
observado no cultivo em frascos agitados, em que ambos os fatores e sua interagao
apresentaram efeito significativo sobre a concentracéo celular.
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Figura 34- Grafico de Pareto com os efeitos lineares, quadraticos e de interagao dos fatores
k.a e concentracao inicial de glicerol (So), sobre a concentracao de células ao final de 120 h
de cultivo em biorreator coluna de bolhas.

Mx2)r 1 10,54143
(Dkia (") (L) 7 10,27345
(2)So (@) (L) | -7.86548

So (/L) (Q) | -5,94636
kia (h-) (Q) | -1,5772
I p=0,05.

Fonte: Proprio autor.

Na Figura 35 é apresentado o Grafico de Pareto para a resposta concentracao
de carotenoides. E possivel notar que os efeitos linear e quadratico do k.a foram
significativos para a concentragéo final deste metabdlito, enquanto o efeito quadratico
da concentracao inicial de glicerol se mostrou préximo ao limite de significancia. Os
resultados obtidos também estdo de acordo com o observado no cultivo em frascos
agitados, uma vez que o fator com efeito majoritariamente significativo foi o k.a, que
apresentou nesta etapa influéncia em sua forma linear e quadratica, e posteriormente
a concentracgao inicial de glicerol, que aqui apresenta maior influéncia em sua forma

quadrética.
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Figura 35- Grafico de Pareto com os efeitos lineares, quadraticos e de interag@o dos fatores
k.a e concentracao inicial de glicerol (So), sobre a concentracdo de carotenoides ao final de
120 h de cultivo em biorreator coluna de bolhas.

(Dka (W)(L) | -10,7811
kaa (h)Q) -4,95231
So (I/LUQ) | 4,11262
Mx@ ¢ 1,220936
(2)So (@/L)(L) -873817
p;0,05 |

Fonte: Proprio autor.

A Figura 36 apresenta o Grafico de Pareto para a resposta concentracao de
lipideos. Nesta anadlise os dois fatores em sua forma linear, bem como sua interagdo
apresentaram efeitos significativos sobre a producao de lipideos, sendo que o kca em
sua forma quadratica apresentou um efeito préximo ao limite de significancia, sendo
assim mantido no modelo, enquanto a concentracao inicial de glicerol em sua forma

quadratica nao foi significativa.
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Figura 36- Grafico de Pareto com os efeitos lineares, quadraticos e de interagéao dos fatores
k.a e concentracgdo inicial de glicerol (So), sobre a concentracéo de lipideos ao final de 120 h
de cultivo em biorreator coluna de bolhas.

(1)kia (h™) (L) | 4,803028
(Mx(2) | 3,192324
(2)So (/L) (L) | 2,870102
kla (h™) (@) | 12,53902
So (g/L) (Q) | 0.658042
p=0,05

Fonte: Proprio autor.

O resultado em questao se distingue do observado na etapa de frascos agitados
devido a influéncia do k.a sobre a resposta analisada, todavia ndo se trata de uma
constatacao inesperada devido a alguns fatores como a influéncia do oxigénio sobre
o metabolismo celular. Ressalta-se ainda que a diferenca observada pode ser
atribuida ao fato de que a faixa de variacao do k.a utilizada nos experimentos em
biorreatores foi muito mais ampla e com valores muito superiores aos aplicados em

frascos agitados.

Com base nas variaveis significativas foram propostos modelos matematicos
para descrever o comportamento da concentracao celular (Equacao 8), concentracao
de carotenoides (Equacéao 9) e concentracao de lipideos (Equacao 10), apés 120 h de
cultivo em um biorreator coluna de bolhas. As equagdes fundamentam-se nos valores

reais do k.a (h'') e da concentragdo inicial de glicerol no meio de cultivo (g/L).
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Conc. Células (%) = 22,71 — 0,05 * kra — 0,01 * So — (2,42 * 10™%) * So? +

5,74 % 10™* x kLa x So  (8)

Conc. Carotenoides (=2) = —7,31 + 0,13 x kia — 4,13 * 10™* * kza® + 3,25 1072 % S, —
L

1,06 * 107% * 5,2 (9)

Conc. Lipideos (%) = — 1,85+ 0,15  kia — 6,62 * 10~* * kra? — 0,03 * So +

3,96 x 10™* x kLa = So  (10)

Para avaliar a capacidade dos modelos propostos em predizer os valores para o
experimento em questdo foram realizadas analises de variancia (ANOVA)
apresentadas nas Tabelas 20, 21 e 22, respectivamente para a concentragéo celular,
de carotenoides e de lipideos ao final do cultivo.

Tabela 20- Analise de variancia dos efeitos principais, quadraticos e de interagéo: k.a (1) e
concentragdo inicial de glicerol, So (2), sobre a concentragao celular ao fim das 120 horas de
cultivo em um biorreator coluna de bolhas de 500 mL.

Fonte de variacado Soma Quadratica N° de g.l. Méd’ia
Quadratica

(1) ka 25,34 1 25,34 0,000093 *
(2) So 14,85 1 14,85 0,000410 *
So (Q) 10,48 1 10,48 0,001041 *
(1) x (2) 26,68 1 26,68 0,000081 *
Residual 1,80 6 0,30
Total 79,14 10

Variagao explicada pelas variaveis significativas: 96,21%

Maxima variagao explicavel: 97,73%

* Significativo a 95% de confiancga.

Fonte: Préprio autor.
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Tabela 21- Analise de variancia dos efeitos principais, quadraticos e de interacdo: kia (1) e
concentracao inicial de glicerol, So (2), sobre a producéo de carotenoides ao fim das 120 horas
de cultivo em um biorreator coluna de bolhas de 500 mL.

Fonte de variacao Soma Quadratica N° de g.l. Méd’ia
Quadratica

(1) kea 12,79 1 12,79 0,001606 *
kia (Q) 2,70 1 2,70 0,046665 *
(2) So 0,08 1 0,08 0,674843
S0 (Q) 1,86 1 1,86 0,083389 **
Residual 2,59 6 0,43
Total 21,66 10

Variagao explicada pelas variaveis significativas: 80,03%

Maxima variagéo explicavel: 88,02%

* Significativo a 95% de confianca.
** Significativo a 90% de confianga.

Fonte: Proprio autor.

Tabela 22- Andlise de variancia dos efeitos principais, quadraticos e de interacdo: k.a (1) e
concentracao inicial de glicerol, So (2), sobre a produgéo de lipideos ao fim das 120 horas de
cultivo em um biorreator coluna de bolhas de 500 mL.

Fonte de variacao Soma Quadratica N° de g.l. Medlla P
Quadratica

(1) kea 28,69 1 28,69 0,002340 *
kia (Q) 7,48 1 7,48 0,041931 *
(2) So 10,24 1 10,24 0,023514 *
(1) x (2) 12,67 1 12,67  0,015329 *
Residual 6,76 6 1,13
Total 65,84 10

Variagéo explicada pelas variaveis significativas: 82,90%

Maxima variagéo explicavel: 89,74%

* Significativo a 95% de confianga.

Fonte: Proprio autor.

Nas analises de variancia realizadas para as respostas estudadas observa-se
que a variagdo explicada pelas variaveis significativas foi de pelo menos 80%,
enquanto a maxima variagdo explicada foi superior a 88%. Tratando-se da
concentracao celular, o modelo obtido foi capaz de explicar pelo menos 96,21% da

variagdo observada nos resultados.
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Ressalta-se que na analise de variancia apresentada na Tabela 22 o valor de
“p” menor que 0,05, referente ao k.a em sua forma quadratica sugere que esse fator
é relevante para o modelo em questao, em contraste com o resultado apresentado na
Figura 36. Essa mudanca de comportamento é explicada pela exclusdo do fator So
em sua forma quadratica da andlise de variancia, o que causou a alteragao nos valores
de “p” dos demais fatores. ApoOs estas analises os modelos matematicos obtidos foram
considerados adequados para serem representados na forma de superficies de
resposta.

Na Figura 37 é apresentada a superficie de resposta que descreve o
comportamento da concentragao celular em fungdo das varidveis kia e So para o
cultivo realizado em biorreatores tipo coluna de bolhas por 120 horas. Nesta figura
pode-se observar que o maior resultado obtido foi de aproximadamente 22 g/L, na

condicdo em que o k.a foi ajustado em 175 h'' e a concentracgao inicial de glicerol em
160 g/L.

Figura 37- Superficie de resposta que descreve o comportamento da concentracao de células
alcancada pela levedura em 120 horas de cultivo em biorreator coluna de bolhas, em funcao
do k.a e da concentracao inicial de glicerol (So) empregados nos cultivos.
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Fonte: Préprio autor.
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A andlise da superficie de resposta demonstra que os maiores valores de
concentragao celular foram obtidos na regido em que a concentragéo inicial de glicerol
foi mantida préxima a 160 g/L, associada a uma elevacao dos valores de k.a. Quando
o valor da concentragdo inicial de glicerol € mantido fixo e aumenta-se o k.a, observa-
se uma tendéncia de elevagao da concentracao celular, sendo que a analise da figura
sugere que maiores concentracdes celulares podem ser obtidas quando ambos os
fatores sdo elevados de forma conjunta, ressaltando-se porém que esse
comportamento nao é linear.

A necessidade de elevacao conjunta das variaveis para obtencao de maiores
concentragdes celulares observada na Figura 37 pode ser explicada pela limitagdo do
crescimento celular devido a restricado de um dos nutrientes, carbono ou oxigénio, nas
condicées em que 0 kra ou So ndo foram ajustados de forma a suprir essa demanda,
bem como os maiores valores de concentracdo celular obtidos com o ajuste de So em
160 g/L e kka em 175 h™' sugerem uma condicdo em que ambas as varidveis nao
limitam o crescimento celular.

Na Figura 38 pode-se observar a superficie de resposta que descreve o
comportamento da concentracdo de carotenoides em funcédo de kia e So em que
verifica-se que o maior valor obtido para esta resposta foi de aproximadamente
6,00 mg/L.
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Figura 38- Superficie de resposta que descreve o comportamento da concentragdo de
carotenoides alcangada pela levedura em 120 horas de cultivo em biorreator coluna de bolhas,

em funcado do k.a e da concentragao inicial de glicerol (So) empregados nos cultivos.
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Fonte: Proprio autor.

A producao de carotenoides apresentou um comportamento quadratico em
relacao as variaveis estudadas, havendo ainda um ponto de maxima. Para definir os
valores de k.a e So atrelados a este ponto foi aplicado o comando “Solver’ do Excel®
a Equacéo 9, inserindo como restricdo para as variaveis os limites estabelecidos no
planejamento experimental, ou seja, com o k.a limitado a valores entre 75 e 175 h' e
So entre 70 e 250 g/L. Como resposta o programa informou que a maxima producao

seria obtida com So= 153,3 g/L e k.a= 157,4 h'!, valores estes que vao ao encontro do
comportamento observado na Figura 38.

E importante salientar que, para alcancar maiores concentragées de
carotenoides, novas variaveis devem ser consideradas e que a inclusdao destas
variaveis pode levar a um ajuste diferente das condicbes de k. a e So aqui encontradas.
Todavia, no presente estudo, dentro dos limites experimentais considerados, os dados
obtidos servem como base para o dimensionamento da producao deste metabdlito.

A superficie de resposta para a concentragédo de lipideos é representada na

Figura 39, em que o maior valor obtido foi de 12,52 g/L, na condigdo onde o0 kia e a
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concentragao inicial de glicerol foram mantidos em seus maiores valores. Pode-se
notar que quando a concentracao inicial de glicerol é mantida fixa e o k.a é elevado
existe uma tendéncia de aumento na producao de lipideos, bem como na situacdo em
que o k.a € mantido em um valor fixo e a concentracao inicial de glicerol é elevada.
Ressalta-se, porém, que nesta ultima condicdo o aumento ocorre de forma mais
discreta, o que vai ao encontro do apresentado no grafico de Pareto da Figura 36, em
que o efeito do k.a é maior que o da concentracao inicial de glicerol.

Figura 39- Superficie de resposta que descreve o comportamento da concentracdo de
lipideos alcangada pela levedura em 120 horas de cultivo em biorreator coluna de bolhas, em
funcéo do k.a e da concentracao inicial de glicerol (So) empregados nos cultivos.
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Fonte: Proprio autor.

O comportamento observado na superficie de resposta sugere que a elevacao
conjunta dos fatores resulta em maiores concentragcées do metabdlito, uma vez que o
maior valor obtido foi observado quando o kia e a concentracado inicial de glicerol
estavam em seus maiores valores e também pelo fato de que as menores
concentragdes foram encontradas nas regides onde uma das variaveis estava em seu
valor mais alto e a outra no mais baixo. Esse comportamento vai ao encontro do

observado no grafico de Pareto da Figura 36, em que a interagédo entre os fatores foi
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o segundo item de maior efeito, precedido pelo k.a e seguido pela concentracao inicial
de glicerol.

De forma geral, o comportamento observado nas superficies de resposta de
todas as variaveis demonstra que o k.a tem um efeito majoritario sobre as variaveis
estudadas dentro da regido avaliada, sendo que o aumento deste fator tende a
favorecer a elevacao das concentragdes de células, carotenoides e lipideos. Todavia
ressalta-se que apesar de ter menor influéncia no processo, € necessario que a
concentracao inicial de glicerol seja conjuntamente elevada para que valores
otimizados possam ser obtidos.

A influéncia positiva observada para o k.a sobre as variaveis estudadas vai ao
encontro do apresentado por Manowattana et al. (2018), que avaliaram os efeitos da
taxa de aeracdo sobre a concentracdo de células, carotenoides e lipideos com a
levedura Sporidiobolus pararoseus KM281507 em um reator Air-lift utilizando glicerol
oriundo da producédo de biodiesel como fonte de carbono. Os autores realizaram
experimentos com as aeracdes de 2,0, 4,0 e 6,0 vvm e observaram que as trés
respostas avaliadas atingiram seus maiores valores na condicdo de maior aeracgao, o
que corrobora com o resultado obtido no presente estudo.

Com base nos resultados obtidos foram estabelecidas condicbes que
permitissem minimizar o k.a e a concentracgéao inicial de glicerol e a0 mesmo tempo
maximizar a concentracao de lipideos. Estabeleceu-se entdo uma producdo minima
desejada de 11 g/L de lipideos, que segundo o modelo apresentado na equacgéo 10
seria alcangcada com um k.a de 125 h'! associado a concentragao inicial de glicerol de
230 g/L. Com base nestas condi¢gées 0os modelos apresentados nas equacdes 8 e 9,
referentes a producdo de células e carotenoides respectivamente, foram aplicados
visando prever os valores para essas respostas na condi¢ao citada.

5.4.1 Ensaio de confirmacao

Os resultados obtidos no ensaio de confirmag¢ao bem como os valores previstos
nos modelos matematicos para a producéo de células, carotenoides e lipideos séo
apresentados na Tabela 23.
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Tabela 23- Valores calculados e resultados obtidos no ensaio de confirmagéo para a
concentracdo de células, carotenoides e lipideos apds 120 horas de cultivo.

Conc. Células Conc. Carotenoides  Conc. Lipideos

(g/L) (mg/L) (g/L)
Ensaio de
. 22 1 3,56+0,3 11 1
confirmacéao
Valor previsto
18 +2 4+2 11 +3

pelo modelo

Fonte: Proprio autor.

De modo geral foram alcan¢ados no ensaio de confirmagao concentragdes de
células, carotenoide e lipideos (22 g/L, 3,5 mg/L e 11 g/L, respectivamente) proximos
aos previstos pelos modelos (18 g/L, 4 mg/L e 11 g/L, respectivamente).Tratando-se
da producao de lipideos os dados apresentados demonstram que os cultivos atingiram
valores proximos ao estimado pelos modelos inicialmente. Deste as respostas
avaliadas, a producao de lipideos foi a que mais se assemelhou ao previsto pelo
modelo, uma vez que este foi o parametro tido como base para a escolha das
condi¢des deste ensaio. A evolugdo na concentracdo de lipideos ao longo do cultivo
€ apresentada na Figura 40, bem como a porcentagem massica de lipideos na
biomassa nas diferentes etapas do presente estudo é apresentada na Tabela 24.

Figura 40- Evolucao na concentracao de lipideos ao longo das 120 horas de cultivo do ensaio
de confirmacgao.
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Fonte: Proprio autor.
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Tabela 24- Teor massica de lipideos na biomassa alcangada durante diferentes etapas do
presente estudo.

Concentracgao inicial Teor de lipidios

Etapa do estudo kia (h) ]
de glicerol (g/L) (% m/m)
Frascos agitados 40 120 28%
Biorreator
_ ~ . 175 250 61%
(maxima aeracao avaliada)
Biorreator
125 230 51%

(condigcao selecionada)

Fonte: Proprio autor.

E possivel observar uma tendéncia de aumento da porcentagem maéssica de
lipideos na biomassa com a elevacdo das variaveis estudadas, uma vez que
comparando os valores obtidos no estudo em frascos agitados com os do ensaio de
confirmagéao, nota-se um aumento de 28 para 51% nesta resposta. Da mesma forma
€ possivel observar um decréscimo desta porcentagem quando compara-se 0S
resultados alcangados no cultivo em biorreatores, em que ambas as variaveis
estudadas estavam ajustadas em maiores valores, com 0s apresentados no ensaio
de confirmagéo.

No caso da concentragédo de células os resultados encontrados no ensaio de
confirmagéo (22 + 1 g/L) foram discretamente superiores aos previstos no modelo
(18 £ 2 g/L). No caso dos carotenoides a concentracao atingida de 3,5 + 0,3 mg/L
também se manteve dentro da margem esperada, que era de 4 £ 2 mg/L. Os desvios
relacionados a ambas as respostas foram baixos, mostrando que os modelos séo
adequados para descrever o comportamento do processo. Na Figura 41 é
apresentada a evolucao na concentragéo de células ao longo das 120 h de cultivo.
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Figura 41- Evolucao na concentragao de células ao longo das 120 horas de cultivo do ensaio
de confirmacao.
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Fonte: Proprio autor.

Os valores obtidos para a concentracéo de carotenoides foram préximos aos
resultados obtidos na etapa anterior deste trabalho. Nessa etapa, cujos resultados sao
apresentados na Tabela 19, em uma condicdo semelhante, em que o k.a foi ajustado
em 125 h' e a concentragdo inicial de glicerol em 250 g/L a concentragdo de
carotenoides obtida foi de 3,52 mg/L, valor praticamente idéntico aos 3,50 mg/L
obtidos no cultivo de confirmagéo.

A concentracao de carotenoides foi quantificada somente ao final do cultivo,
todavia a evolucdo na concentracdo deste metabdlito pode ser percebida
qualitativamente pela tonalidade do meio de cultivo ao longo do tempo (devido a sua
coloragao caracteristica). Na Figura 42 sdo apresentadas imagens do biorreator em
intervalos de 24 horas, pode-se verificar que a coloragao se desenvolveu de forma
mais intensa a partir de 96 horas de cultivo, ndo sendo percebida alteracao importante

antes deste periodo.
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Figura 42- Evolugao na concentracdo de carotenoides ao longo das 120 horas de cultivo do
ensaio de confirmagéo, para um dos experimentos realizados.

Fonte: Proprio autor.

Na Tabela 25 esta apresentada uma comparacao de resultados do presente
estudo, referentes a producao simultanea de lipideos e carotenoides, bem como da
producdo de biomassa celular e tempo de cultivo, com estudos que reportam o
emprego de leveduras do género Rhodotorula com a mesma finalidade.

Tabela 25- Comparacgéao entre os resultados obtidos pelas referéncias para cultivos realizados
com leveduras do género Rhodotorula e os valores obtidos no presente estudo.

Tempo
A Fonte de de Células Carotenoides Lipideos
Referencia Carbono  Cultivo  (g/L) (mg/L) (g/L)
(h)

Pereira et al. (2019) Glicerol 288 21,0 2,8 10,7

Yen e Chang (2015) | gﬂfgg:'jg‘;i% , 72 20,0 9,7 6,9

Kot et al. (2017) Age“glri‘zZ'r%Ll‘a' 72 19,4 3,7 2,1
Presente estudo Glicerol 120 22 1 3,5+0,3 11 £1

Fonte: Pereira et al. (2019); Yen e Chang (2015); Kot et al. (2017).

Os resultados observados por Pereira et al. (2019) foram obtidos em um meio
composto por 10,4 g/L de glicerol cru, 4,3 g/L de peptona, 2,6 g/L de extrato de malte
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e 3,4 g/L de extrato de levedura. O experimento foi conduzido em batelada alimentada,
com a injegao de 20 mL de uma solugéo aquosa de glicerol (104 g/L) e MgSQO4.7H20
(3 g/L) por 3 vezes ao longo do tempo de cultivo. Yen e Chang (2015) obtiveram seus
resultados em um meio composto por hidrolisado lignocelulésico, oriundo de palha de
arroz, com uma concentracao de agucares redutores de 60 g/L, 2 g/L de extrato de
levedura, 2 g/L de (NH4)2SO4, 1 g/L de KH2PO4, 0,5 g/L de MgS04.7H20, 0,1 g/L de
CaClz e 0,1 g/L de NaCl. Kot et al. (2017) por sua vez utilizaram um meio composto
por agua residual do processamento de batatas para producdo de amido. Essa
solucdo apresentava um teor total de proteinas de 12,9 g/L, de agucares redutores de
13,8 g/L e foi suplementada com glicerol em uma concentracdo de 50 g/L.

Na Tabela 25 pode-se observar que, no presente estudo, a concentragao
celular atingiu um valor de 22 g/L em 120 h de cultivo. Esse resultado foi proximo aos
21 g/L obtidos por Pereira et al. (2019), bem como aos 20,0 e 19,4 g/L reportados
respectivamente por Yen e Chang (2015) e Kot et al. (2017), ressaltando-se que as
referéncias apresentaram diferentes tempos de cultivo.

Tratando-se dos metabdlitos de interesse, o valor alcancado para a
concentragdo de carotenoides no presente trabalho foi de 3,5 mg/L. Esse resultado
aproxima-se dos 3,7 mg/L reportado por Kot et al. (2017), bem como dos 2,8 mg/L
reportados por Pereira et al. (2019), assumindo valores menores somente que 0s
9,7 mg/L apresentados por Yen e Chang (2015). Todavia, é necessario salientar que
no presente estudo as condicdes de cultivo foram ajustadas visando a maximizacao
da producado de lipideos, sendo a concentracdo de carotenoides resultante deste
ajuste. Vale salientar ainda que, segundo o modelo, concentragdes de carotenoides
proximas a 6 mg/L poderiam ser obtidas, considerando as diferentes condi¢des de
cultivo, dentro da regido de variacao estudada.

No que se refere a concentracao de lipideos o resultado alcangcado no presente
estudo, 11 g/L, foi superior aos 6,9 e 2,1 g/L reportados por Yen e Chang (2015) e Kot
etal. (2017), respectivamente, e assumiu um valor préximo aos 10,7 g/L reportado por
Pereira et al. (2019), porém em um menor tempo de cultivo.

De forma geral, o presente estudo permitiu avaliar a influéncia da disponibilidade
de oxigénio e sua relacdo com a concentracdo inicial de glicerol, sobre a producéo
simultanea de lipideos e carotenoides. Verificou-se ainda que as condi¢des de cultivo
que maximizam a producao de lipideos podem nao coincidir com as condi¢des étimas

para a producdo de carotenoides. Neste contesto o emprego dos modelos que
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descrevem o comportamento da producdo de tais metabdlitos pode ser uma
ferramenta importante para estabelecer as condigbes de processo que atendam da
melhor forma possivel as necessidades pretendidas para o bioprocesso. Tais modelos
podem ainda ser utilizados em conjunto com outras ferramentas de analises técnico
econdmicas, para estabelecer de forma mais robusta as condigdes de maior interesse

para o desenvolvimento do processo.
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6 Conclusoes

Na avaliacdo da transferéncia de oxigénio em frascos agitados, verificou-se que
tanto a frequéncia de agitacdo quanto a relacdo entre VFrasco/VMeio, € a interacéao
entre estas variaveis apresentaram efeito significativo sobre o k.a.

No cultivo da levedura Rhodotorula glutinis NRRL-Y-12905 realizados em frascos
agitados verificou-se que o aumento do kia e da concentragdo inicial de glicerol
proporcionou um aumento da concentracdo de células, carotenoides e lipideos,
demonstrando a influéncia positiva de tais fatores na producdo dos metabdlitos de
interesse.

Na selecéo do biorreator para operagbes com elevado k.a verificou-se que, em
comparacao ao reator do tipo Air-liff, o reator tipo Coluna de Bolhas possibilitou
alcancar maiores valores de k.a para o meio de cultivo empregando dispersores com
mesma porosidade e sob mesmas vazao de ar. Quanto a comparacao da porosidade
do dispersor de ar, verificou-se que, em comparagao ao dispersor de porosidade de
200 um, os dispersores de 2,0 um de tamanho de poro possibilitaram alcancar valores
de kra consideravelmente maiores, gerando bolhas de menor dimensao e em maior
quantidade para uma mesma vazao de ar.

Nos cultivos da levedura realizados em biorreatores do tipo coluna de bolhas sob
diferentes condi¢cdes de k.a e da concentracao inicial de glicerol, verificou-se que tanto
0 kia quanto a concentragao inicial de glicerol apresentam influéncia significativa
sobre a producao simultdnea de carotenoides e lipideos, de forma que maiores
concentragdes destes metabdlitos podem ser obtidas com o ajuste das variaveis
estudadas. Verificou-se ainda que as condigdes de cultivo que maximizam a produgéo
de lipideos podem nao coincidir com as condigdes 6timas para a producdo de
carotenoides, e que o emprego dos modelos que descrevem o comportamento da
producdo de ambos os metabdlitos pode ser uma ferramenta importante para
estabelecer as condi¢cées de processo que atendam da melhor forma possivel as
necessidades pretendidas para o processo de bioconversao.
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Apéndice A — Tratamento dos dados para o calculo de k.a

Valores de —Ln(1-C/Cs) calculados a partir dos dados obtidos no experimento com

ajuste da concentracao de glicerol em 95,0 g/L, relacdo VFrasco/VMeio em 3,75 e

agitacao em 200 rpm.

Figura 43- Calculo de —Ln(1-C/Cs) para todos os dados obtidos durante o experimento, com
concentracao de glicerol em 95,0 g/L, relagdo VFrasco/VMeio em 3,75 e agitagdo em 200 rpm.
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Fonte: Proprio autor.

Figura 44- Calculo de —Ln(1-C/Cs) somente dos dados utilizados para estabelecimento do
k.a no experimento com concentragao de glicerol em 95,0 g/L, relacdo VFrasco/VMeio em 3,75

e agitacao em 200 rpm.
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Fonte: Préprio autor.



