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RESUMO

Diante do crescente incentivo e conscientizacao sobre o consumo e emprego de propostas mais
sustentaveis, os biocolorantes oriundos de fungos filamentosos se apresentam como uma
promissora alternativa aos colorantes sintéticos, por serem menos prejudiciais aos seres vivos
e ao meio ambiente, além de possuirem maior estabilidade e potencial biotecnolégico em
comparagdo com outras fontes naturais. Neste contexto, a presente tese teve como objetivo
caracterizar o biocolorante vermelho sintetizado pelo fungo endofitico Talaromyces
minnesotensis, bem como avaliar o processo de producao de biocolorante em frascos agitados
e em biorreatores convencionais, visando a melhoria do bioprocesso. Inicialmente, o fungo
endofitico Talaromyces minnesotensis foi caracterizado fenotipicamente por ensaios
conduzidos em diferentes meios sélido. Em seguida, através de cultivos submerso em frascos
agitados foi verificado seu potencial de produgdo de biocolorante. Visando avaliar a melhoria
do bioprocesso, o biocolorante sintetizado foi caracterizado por meio de ensaios de
fluorescéncia, citotoxicidade (MTT e MIC), estabilidade e aplicabilidade. Os ensaios de
caracterizacdo e aplicagdo demonstraram que o biocolorante apresenta atividade contra células
de hepatoblastoma humano (HepG2) apenas em concentragdes acima de 5,0 g L™, ao passo que
para bactérias patogénicas e leveduras a concentracdo deve ser superior a 50,0 g L. Além
disso, o biocolorante apresentou alta estabilidade em valores de pH neutro (6 a 8) e em baixas
temperaturas (10 a 20°C), bem como expressiva capacidade de coloracdo em diferentes
matrizes como detergente, gelatina, esmalte, tinta e tecidos, demonstrando a viabilidade do
estudo mais aprofundado do bioprocesso buscando sua melhoria e consequentemente o
aumento da producdo de biocolorante vermelho. Dessa forma, foi desenvolvido um
planejamento fatorial (2*+3PC), visando avaliar a influéncia de trés combinagdes de
impelidores de diferentes geometrias sob diferentes condi¢des de frequéncia de agitacao (400-
800 rpm) e vazdo especifica de alimentacdo de ar (0,5-1,5 vvm) sobre a producdo de
biocolorante em biorreator convencional. Os resultados, analisados com base na Desejabilidade
Global (Dg) em termos das varidveis-resposta principais de desempenho producdao e
produtividade em biocolorante, demostraram que a configura¢do composta por dois impelidores
orelha de elefante (EEDP-EEUP) operada a 600 rpm e 1,0 vvm, se apresentou como a mais
favoravel ao bioprocesso, obtendo-se uma produgdo de 45,30 UA. Ainda, através da analise de
correlagdes, verificou-se que as propriedades hidrodinamicas tendem a apresentar maior
relevancia sobre o desempenho do bioprocesso frente as de transferéncia de oxigénio. Visando
avaliar o desempenho do bioprocesso em maior escala, foi realizado o estudo exploratorio de
escalonamento do bioprocesso de 4 para 10 L, no qual se obteve um resultado satisfatdrio,
alcancando uma producao na escala de 10 L estatisticamente igual a obtida em 4 L. Por fim,
visando melhorar a producao de biocolorante, avaliou-se o emprego da batelada alimentada em
frascos agitados e em biorreator convencional, obtendo resultados expressivos em ambas
escalas, onde em frascos agitados se alcangou uma produ¢do maxima da ordem de 86,0 UA, ao
passo que em biorreator convencional os ganhos em termos de producao maxima variaram entre
80 a 238% em relacdo a batelada convencional a depender das condi¢des de alimentagdo
(F.CsF), entre as quais a alimentacdo a 0,01 L h™! (F) e uma concentragdio de substrato de 60 gs
L' (CsF) se apresentou como a condi¢io mais favoravel ao bioprocesso, alcancando uma
producao maxima de aproximadamente 153,0 UA, mostrando ser o bioprocesso de producao
de colorante pelo fungo endofitico 7. minnesotensis promissor ¢ de elevado potencial para
futuros estudos visando sua implementagdo em nivel industrial.

Palavras — chave: fungo endofitico, biocolorante, estabilidade, aplicabilidade, bioprocesso,
impelidores, escalonamento, batelada alimentada.



ABSTRACT

The growing incentive and awareness regarding the consumption and use of more sustainable
proposals, biocolorants from filamentous fungi are presented as a promising alternative to
synthetic colorants. These biocompounds are less harmful to living beings and the environment,
presenting greater stability and biotechnological potential compared to other natural sources. In
this context, this thesis aimed to characterize the red biocolorant synthesized by the endophytic
fungus Talaromyces minnesotensis, as well as to evaluate the biocolorant production process in
shaken flasks and in conventional bioreactors, aiming the improvement of the bioprocess.
Initially, the endophytic fungus 7. minnesotensis was phenotypically characterized by assays
carried out in different solid media. Then, its potential for biocolorant production was verified
through submerged cultures in shaken flasks. The synthesized biocolorant was characterized by
means of fluorescence, cytotoxicity (MTT and MIC), stability, and applicability assays. The
characterization and application tests showed that the biocolorant has activity against human
hepatoblastoma cells (HepG2) at concentrations above 5.0 g L', while for pathogenic bacteria
and yeasts the concentration must be higher than 50.0 g L. In addition, the bioproduct showed
high stability at neutral pH values (6 to 8) and at low temperatures (10 to 20°C). Expressive
coloring potential of the red biocolorant produced in different matrices such as detergent,
gelatin, enamel, paint, and fabrics, was also verified, which indicates the feasibility of a more
in-depth study of the bioprocess to improve and increase its production. Thus, a factorial design
(22 4+3PC) was performed, aiming to evaluate the influence of three combinations of impellers
of different geometries under different conditions of agitation frequency (400-800 rpm) and
specific air supply flow rate (0, 5-1.5 vvm) on the production of biocolorant in a conventional
bioreactor. The results were analyzed based on the Global Desirability (Dg) in terms of the main
response variables of performance, production, and productivity of biocolorant. It was shown
that the configuration composed of two elephant ear impellers (EEDP-EEUP) operated at 600
rpm and 1.0 vvm was the most favorable to the bioprocess, obtaining a production of 45.30 AU.
By correlations assessment, it was verified that the hydrodynamic properties tended to present
greater relevance to the performance of the bioprocess compared to the oxygen transfer
properties. In order to evaluate the performance of the bioprocess on a larger scale, an
exploratory study was carried out to scale up the bioprocess from 4 to 10 L bioreactor, in which
a satisfactory result was obtained by reaching an equal production for both scales. Finally, in
order to improve the production of biocolorant, the use of the fed-batch mode in shaken flasks
and in a conventional bioreactor was evaluated. The production in these assays reached
expressive results for both scales: a maximum production of the order of 86.0 AU in shaken
flasks, and maximum production ranged from 80 to 238% in relation to the conventional batch
for bioreactors. Regarding this last, the increase of production depended on the feeding
conditions (FCsr), reaching a maximum production of approximately 153.0 AU in the most
favorable condition at a feeding flow rate of 0.01 L h™! (F) and a substrate concentration of 60
gs L' (Csr). These results proved the fact the bioprocess production of colorant by the
endophytic fungus 7. minnesotensis has a high potential for future studies aiming for its
implementation at pilot and industrial scales.

Key words: endophytic fungus, biocolorant, stability, applicability, bioprocess, impellers,
scaling, fed batch.
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1. INTRODUCAO E OBJETIVOS
1.1. INTRODUCAO

A coloragdo apresenta-se como um importante fator responséavel por influenciar na
selecdo, na aceitabilidade, na escolha ¢ no consumo de diversos materiais (CLYDESDALE,
1993). Sendo mais do que uma simples ferramenta visual, uma contribuicdo sensorial que,
juntamente com a avaliacdo da textura, tendem a pré-determinar expectativas como sabor,
aroma e qualidade de diferentes itens como, por exemplo, os alimentos (CLYDESDALE, 1993;
HENRY, 1996; DELWICHE, 2004; MARTINS et al., 2016). Neste sentido, a aplica¢dao de
colorantes, sejam eles corantes (dyes) ou pigmentos, tem se tornado uma pratica corriqueira,
com a finalidade de conferir ou real¢ar cores, empregar identidade aos produtos, atribuir
propriedades aos substratos ou simplesmente com propositos decorativos a fim de estimular o

consumo humano (HERBEST; HUNGER, 2004; SCOTTER, 2015).

Dentre os colorantes utilizados, os sintéticos oriundos em sua grande maioria de
processos quimicos ocupam uma grande parcela do mercado de colorantes, por sua agilidade e
facilidade de processamento, estabilidade, poder tintorial e baixo custo de produgdo
(DOWNHAM; COLLINS, 2000). Entretanto, devido ao elevado uso destes colorantes
sintéticos e ao fato de serem obtidos via sintese quimica, os mesmos podem vir a apresentar
danosos impactos, conferindo riscos tanto aos seres vivos quanto ao meio ambiente, uma vez
que alguns caracterizam-se como nao-biodegradaveis e uma grande parcela tende a conferir
eventuais efeitos toxicos, incluindo mutagenicidade e potencial carcinogénico (DOWNHAM;

COLLINS, 2000; KUMAR et al., 2015).

Associado a este fato, a crescente demanda e conscientizacdo global sobre o consumo,
o emprego ¢ a logistica de processos e recursos benéficos a saide humana e ao meio ambiente,
juntamente com o0s incentivos sOcio-econOmico-ambientais ofertados por meio de
regulamentagdes governamentais, tem impulsionado o estudo e o desenvolvimento de
tecnologias vidveis para a producdo de colorantes naturais oriundos de plantas, animais e

microrganismos (DUFOSSE et al., 2014).

Alguns colorantes naturais como o extrato de urucum, o carmin de cochonilha
(CONSTANT; STRINGHETA; SANDI, 2002; HENRY, 1996), o Arpink red™, o licopeno, o
pigmento Monascus e o B-caroteno ja inseridos no mercado mundial (DUFOSSE et al., 2014),
vém sendo utilizados em diversos segmentos industriais desde alimentos a farmacos, bem como

em setores de tintas, papéis e tecidos (LAGASHETTI et al., 2019; SEN; BARROW;
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DESHMUKH, 2019). Porém, muitas pesquisas ainda se fazem necessarias para que haja uma

significativa reducdo ou completa independéncia da utilizagdo dos colorantes sintéticos.

E neste contexto que os microrganismos, em especial os fungos filamentosos como
Monascus, Penicillium, Fusarium, Aspergillus, Talaromyces, Paecilomyces e Trichoderma
(OGBONNA, 2016; POORNIAMMAL et al.,2021; RAO; XIAO; LI, 2017, POORNIAMMAL
et al., 2021), vém se destacando como uma promissora alternativa de elevado potencial
biotecnoldgico para obtencdo de biocolorantes. Isso se deve visto seu facil crescimento, sua
elevada produtividade e sua capacidade de sintetizar, em pequenas areas e de forma ininterrupta,
sem a existéncia de problemas sazonais, uma diversidade de compostos naturais coloridos
(DUFOSSE et al., 2014; FOUILLAUD et al., 2016; SPEARS, 1988), cujos quais podem
apresentar propriedades bioativas (DUFOSSE et al., 2014; FOUILLAUD et al., 2016;
GESSLER; EGOROVA; BELOZERSKAYA, 2013).

Contudo, visto a elevada biodiversidade dos fungos filamentosos e ao aumento da
relevancia e da demanda por colorantes naturais, diversas pesquisas vém sendo desenvolvidas
de modo a caracterizar esses biocolorantes, bem como compreender e melhorar os bioprocessos

de producdo por fungos filamentosos.

Diante disto, o presente trabalho, buscou avaliar o potencial processo de producao de
um biocolorante vermelho sintetizado pelo fungo endofitico Talaromyces minnesotensis, por

meio do emprego de técnicas de caracterizagdo, analises estatisticas e analises de processo.

1.2. OBJETIVOS

A presente tese teve por objetivo geral caracterizar o biocolorante vermelho sintetizado
pelo fungo endofitico Talaromyces minnesotensis, bem como avaliar o processo de produgdo

de biocolorante vermelho em frascos agitados e em biorreatores convencionais.
Para alcancar o objetivo geral proposto, cumpriu-se as seguintes etapas, a saber:
e C(Caracterizacao da linhagem Talaromyces minnesostensis.

e (aracterizagdo do biocolorantes vermelho por meio da realizagdo de testes de

fluorescéncia, toxicidade, estabilidade e aplicabilidade.

e Avaliacdo de diferentes configuracdes de impelidores e de condi¢des operacionais sobre
a sintese de biocolorante vermelho conduzida em biorreator de bancada tipo tanque

agitado de 4 L de volume util.

e Estudo da variacdo de escala do bioprocesso em biorreatores tanque agitado e aerado de

10 L de volume util.
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Avaliagdo do emprego da batelada alimentada em cultivos submersos conduzidos em
frascos agitados e em biorreatores de bancada tipo tanque agitado e aerado de 4 L de

volume util.

De modo a apresentar as etapas desenvolvidas, a presente tese foi estruturada nos

seguintes capitulos:

Capitulo 2 - “Fundamentacio tedrica e Estado da arte”

Nesse capitulo sdo apresentados os principais fundamentos tedricos empregados no
desenvolvimento do trabalho e um panorama geral dos estudos e pesquisas voltados a

produgdo de colorante por fungos filamentosos.
Capitulo 3 - “Talaromyces minnesotensis: um potencial produtor de colorante”

Esse segundo capitulo aborda a caracterizagao fenotipica do fungo filamentoso
Talaromyces minnesotensis, sua capacidade de sintetizagdo de um biocomposto
colorido e a caracterizagdo do biocolorante em termos de fluorescéncia, toxicidade,

estabilidade e aplicabilidade.

Capitulo 4 - “Influéncia do sistema de impelidores e das condi¢des operacionais na

producio de biocolorante vermelho em biorreator convencional”

Nesse capitulo sdo analisados os efeitos de diferentes combinagdes de impelidores e das
variaveis de operagdo frequéncia de agitacdo (N) e vazao especifica de alimentagdo de
ar (¢ar) na sintese de biocolorante vermelho e o estudo de variagao de escala de producao

de 4 para 10 L.

Capitulo 5 - “Producao de biocolorante vermelho por Talaromyces minnesotensis

em batelada alimentada”

Nesse ultimo capitulo ¢ avaliado o emprego do modo de cultivo em batelada alimentada

para a melhoria da produ¢ao do colorante fingico.



Capitulo 2

FUNDAMENTACAO TEORICA
E ESTADO DA ARTE
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA E ESTADO DA ARTE
2.1. COLORANTES: CORANTES (DYES) E PIGMENTOS

O emprego de compostos capazes de conferir ou realcar cores tem se tornado uma
pratica corrente, na qual apresenta como finalidade empregar identidade aos produtos, atribuir
propriedades aos substratos ou simplesmente para fins decorativos com o proposito de estimular

o consumo humano (HERBEST; HUNGER, 2004; SCOTTER, 2015).

Estes compostos tendem a serem designados de diferentes formas sendo os termos
colorantes, pigmentos e corantes, os mais comumente utilizados e muitas vezes empregados de
forma ndo criteriosa, visto que a classificacdo de um colorante tende a se dar mediante a uma
avaliacdo simultanea de suas propriedades, da relacdo colorante-substrato, bem como das
condigdes do processo de aplicacdo. Sendo assim, com base em suas solubilidades e suas
caracteristicas fisico-quimicas de interacdo com as matrizes a serem tingidas, os colorantes se

subdividem em duas classes, os pigmentos e os corantes (dyes, em inglés) (CHRISTIE 2001).

Os pigmentos, particulados de 1 a 2 um (TORRES et al., 2016), caracterizam-se por
serem colorantes de baixa solubilidade, onde a pigmentacdo de diversas matrizes tende a se dar
por meio do processo de dispersdo mecanica e com a auséncia da interagdo pigmento-substrato,

mantendo-se, portanto, como particulados so6lidos (BONDIOLI et al., 1998).

Por outro lado, os corantes (dyes) cujo o tamanho de suas particulas tendem a serem
inferiores a 1 um (TORRES et al., 2016), definem-se como substancias coloridas soliveis, os
quais no decorrer dos processos de tingimento, via dispersao a nivel molecular, tendem a
apresentar interagdes com a matriz onde serdo aplicados, acarretando na perda de suas

caracteristicas estruturais e cristalinas (GURSES et al., 2016; HAKEIM et al., 2015).

Ainda que as discussdes sobre os termos empregados para designar os compostos
coloridos sejam frequentes, em geral o termo colorante tende a ser utilizado como uma
expressdo genérica para descrever os compostos capazes de conferir ou realcar cores.
Posteriormente, por meio de avaliagdes quanto as origens e propriedades destes compostos,
tem-se a possibilidade de se classificar esses colorantes de uma forma mais especifica,
permitindo e contribuindo assim para que seja possivel, através do detalhamento fornecido, que

se estabelecam estratégias que resultem em um processo de coloragdo eficaz e satisfatorio.
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2.2. COLORANTES NATURAIS

A utilizagdo de colorantes ao longo da histéria humana data do periodo Paleolitico, onde
colorantes a base de minerais eram empregados na elaboracdo de pinturas rupestres
(CHRISTIE, 2001). Com o decorrer da historia, at¢ meados do século XIX, os colorantes
empregados eram essencialmente oriundos de fontes naturais tradicionais (vegetais, animais ou
minerais). Apenas em 1856, em meio ao contexto da revolugao industrial, obteve-se o primeiro
colorante sintético denominado mauveina, obtido via sintese quimica pelo inglés William

Henry Perkin (CONSTANT; STRINGHETA; SANDI, 2002).

Com a descoberta da mauveina e o desenvolvimento humano e industrial, o emprego
dos colorantes sintéticos se intensificaram e ocupam até hoje uma representativa parcela do
mercado global, devido a facilidade de processamento, sua homogeneidade, sua estabilidade,
seu poder tintorial e seu baixo custo de produgdo (GONZALEZ, 2012; OGBONNA, 2016).
Entretanto, devido ao uso excessivo e indiscriminado destes colorantes e ao fato de serem
obtidos por rota quimica, os mesmos podem vir a ser de dificil tratamento do ponto de vista
ambiental (RAO et al, 2017) e podem apresentar possiveis efeitos toxicos, incluindo
mutagenicidade e potencial carcinogénico, conferindo riscos tanto aos seres vivos quanto ao

meio ambiente (ABDEL GHANY, 2015; BASANT; SHAHNAZ, 2016; KUMAR et al., 2015).

Associado a este fato, a crescente demanda e conscientizacdo global sobre o emprego,
o consumo ¢ a logistica de processos e recursos benéficos a saude humana e ao meio ambiente,
juntamente com o0s incentivos soOcio-econdmico-ambientais ofertados por meio de
regulamentagdes governamentais, vém impulsionando o estudo e o desenvolvimento de
tecnologias viaveis para a produgdo de colorantes naturais oriundos de plantas (folhas, flores e
fruto), animais (insetos e moluscos), minerais e, principalmente, de microrganismos (levedura,
fungos, bactérias e microalgas) (DUFOSSE et al., 2014). E neste cenario que a produgio e o
emprego dos colorantes naturais derivados de fontes agricolas, bioldgicas ou minerais, vém se
destacando frente aos colorantes sintéticos, em virtude de apresentarem baixa ou nula
toxicidade (MERUVU; DOS SANTOS, 2021) e, principalmente, devido ao fato de alguns

colorantes naturais apresentarem propriedades bioativas (MAPARI et al., 2009).

Alguns colorantes naturais como o extrato de urucum, o carmin de cochonilha (HENRY,
1996; CONSTANT, STRINGHETA; SANDI, 2002), o Arpink red™, o licopeno, o pigmento
Monascus e o -caroteno ja inseridos no mercado mundial (DUFOSSE et al., 2014), vém sendo
utilizados em diversos segmentos industriais desde alimentos a farmacos, bem como, em setores

de tintas, papéis e tecidos (LAGASHETTI ez al., 2019; SEN, BARROW; DESHMUKH, 2019).
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Entretanto, embora os colorantes naturais venham ganhando cada vez mais espaco, algumas
barreiras apresentadas principalmente pelas fontes vegetais precisam ser superadas, como por
exemplo, problemas relacionados a estabilidade e solubilidade de alguns colorantes, bem como
a falta de padronizagao do perfil quimico e, em termos de processo, a dependéncia de fatores
climaticos, de amplos espacos fisicos e eventuais problemas de escassez (GUNASEKARAN;

MAPARI et al., 2009, 2005; POORNIAMMAL, 2008).

Portanto, pesquisas ainda se fazem necessarias de modo a superar as limitagdes
existentes e para que haja uma significativa reducdo ou completa independéncia da utilizagao

dos colorantes sintéticos.

2.3. FUNGOS FILAMENTOSOS

Como forma de atender as necessidades do mercado global de colorantes, visando o
desenvolvimento de processos sustentaveis e a manutencao e/ou amplificacao das cartelas de
cores, das qualidades e da eficiéncia dos colorantes ja existentes no mercado, os
microrganismos, em especial os fungos filamentosos, vém se destacando como uma fonte
promissora para obtencdo de colorantes naturais. Além de serem de rapido e facil crescimento,
de origem renovavel e inesgotavel, de apresentarem elevada produtividade, ndo necessitar
grandes areas e serem independentes de fatores climaticos, caracteristicas apresentadas pela
maioria das fontes microbianas (BICAS; DA SILVA, 2013; JOSHI et al., 2003; MAPARI et
al., 2005; VENIL, et al. 2020), os fungos filamentosos, em especial, possuem a caracteristica
de sintetizar compostos de coloragdes e classes quimicas variadas (DUFOSSE et al., 2014),
cuja estabilidade a diferentes luminosidades, pHs e temperaturas tende a ser maior quando
comparada aos demais colorantes naturais, além do fato destes compostos poderem vir a

apresentar propriedades bioativas (MAPARI et al., 2005; RAO et al., 2017).
2.3.1. Caracteristicas morfoldogicas dos fungos filamentosos

Os fungos filamentosos, caracterizam-se por serem microrganismos heterotréficos
eucarioticos, de reproducdo sexuada, mediante a fusdo de 2 nucleos haploides compativeis ou
assexuada, por meio de esporos (conidios) (POWERS-FLETCHER et al., 2016; SERRANO-
CARREON et al., 2015). Em termos estruturais micromorfolégicos (nivel microscopico), os
fungos filamentosos sdo constituidos de filamentos ramificados vegetativos (hifas), rigidos,
espessos e com a existéncia ou ndo de septos, compartimentos celulares delimitados por paredes
transversais internas constituidas por um poro que permite o fluxo de organelas celulares entre

os septos (QUINTANILLA et al., 2015).
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A hifa origina-se do crescimento apical de um tubo germinativo, oriundo do processo
de germinagdo de um unico esporo onde, no decorrer de seu desenvolvimento, apds excederem
um determinado comprimento, tem-se a formacao de novas ramificagdes (pontas) (NIELSEN,
1996). O crescimento continuo de hifas na extensao apical tende a resultar em uma rede
complexa e multicelular denominada micélio, com hifas constituintes de diferentes periodos e
estados fisioloégicos (POWERS-FLETCHER et al., 2016; SERRANO-CARREON et al., 2015).
O agrupamento ou nao de esporos, bem como a forma como as hifas tendem a se aglomerar,
principalmente em cultivos submersos, permitem uma classificagdo macromorfologica dos
fungos filamentosos em duas principais formas de morfologias, “pelletizada” e dispersa
(NIELSEN, 1996). A morfologia “pelletizada” caracteriza-se pela formacao de aglomerados
esféricos estaveis de hifas ramificas denominados pellets, enquanto a morfologia dispersa
caracteriza-se pela existéncia de agregados miceliais (c/umps) ou, simplesmente, pelo arranjo
livre e disperso das hifas no meio de cultivo. A Figura 2.1 ilustra as formas de morfologia dos

microrganismos filamentosos, bem como os diferentes mecanismos de formacao.

Figura 2.1- Esquema dos mecanismos de formagdo das formas macromorfoldgicas de

microrganismos filamentosos.
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Fonte: Adaptado de Nielsen (1996) e Buffo (2020).

Um mesmo fungo filamentoso, devido ao complexo ciclo de vida morfologico, a
depender de fatores como linhagem, in6culo e condi¢des de processo, pode vir a assumir tanto
a forma “pelletizada” quanto dispersa (NIELSEN, 1996; PAPAGIANNI, 2004). Além disso, a

morfologia assumida pode influenciar direta ou indiretamente nos fendmenos de transferéncia
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(quantidade movimento, calor e massa) existentes no decorrer do bioprocesso, bem como na

sintese de metabolitos (KRULL et al., 2013; SERRANO-CARREON et al., 2015).

2.3.2. Metabolitos primarios e secundarios

A sintese de metabdlitos, sejam eles primarios ou secundarios, como ¢ o caso dos
colorantes, ¢ influenciada por diversos fatores, dentre os quais o conhecimento da via

metabolica ¢ uma alternativa para se estabelecer estratégias de melhorias para o bioprocesso.

No entanto, o efetivo conhecimento da rota metabdlica de producao de metabolitos
naturais por fungos filamentosos, principalmente colorantes, ainda hoje se apresenta como um
obstaculo a ser superado, visto sua elevada complexidade e especificidade (CALVO et al.,

2002; MAPARI et al., 2009).

Os metabolitos primarios, como aminoacidos, nucleotideos, proteinas, acidos nucléicos,
lipideos, carboidratos, entre outros, sao definidos como os metabdlitos sintetizados no decorrer
da fase de crescimento e, portanto, se apresentam como essenciais ao crescimento € a

manuten¢ao celular (DEMAIN, 1986).

Os metabolitos secundarios ou também denominados metabdlitos especializados
(FOUILLAUD; DUFOSSE 2022), como antibioticos, enzimas, acidos organicos e colorantes,
caracterizam-se por serem moléculas complexas e de elevada diversidade quimica estrutural.
Esses tendem a serem gerados no decorrer da fase estaciondria, seja por via de produgao ou
pelo mecanismo de conversdo de um metabolito primério ou componente existente no meio,
onde somente apds a existéncia de uma quantidade minima de células e do aciimulo desses
precursores se dd a conversao em metabodlito secundario, muito possivelmente devido a
desrepressao de genes responsaveis pela produgdo e/ou conversao dos metabodlitos secundarios

(DEMAIN, 1986).

Alguns géneros de fungos filamentosos como Monascus, Penicillium, Fusarium,
Aspergillus, Talaromyces e Paecilomyces (OGBONNA, 2016; RAO; XIAO; LI, 2017) tem se
mostrados como potenciais produtores de metabodlitos secundarios dos mais variados tipos,
incluindo os colorantes naturais. Estes géneros, além de poderem ser obtidos nos mais diversos
ecossistemas (KALRA; CONLAN; GOEL, 2020), apresentam a capacidade de sintetizarem
colorantes de diversas classes como carotenoides, melaninas, policetideos, azafilonas, entre

outros (MERUVU; DOS SANTOS, 2021).

O estudo de fungos filamentosos como fontes de colorantes aplicaveis especialmente ao

setor alimenticio data de antes de 1884, quando o botanico francés Tieghem caracterizou o
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fungo Monascus (OGBONNA, 2016; VAN TIEGHEM, 1884). Desde entdo, intimeras
pesquisas para obten¢do de colorantes naturais via cultivo de fungos filamentosos vém sendo
desenvolvidas uma vez que a biodiversidade genética e bioquimica das espécies fungicas €
muito ampla, o que favorece e ainda requer muitos estudos de modo a melhorar os bioprocessos

ja existentes ou até mesmo obter novas linhagens e/ou biocompostos, incluindo os colorantes.

2.3.3. Talaromyces minnesotensis

Em meio a grande biodiversidade fungica capaz de produzir colorantes, os estudos com
fungos do género Talaromyces tém se intensificado nos ultimos anos, principalmente pelo fato
dos colorantes sintetizados por esse género tenderem a apresentar uma ampla gama de

propriedades biologicas (MORALES-OYERVIDES et al., 2020a).

Além disso, os fungos do género Talaromyces, os quais até¢ meados de 2010 um grande
nimero eram caracterizados como espécies do género Penicillium (FRISVAD 2015; TSANG
et al., 2018), caracterizam-se, assim como os fungos filamentosos do género Penicillium, por
se reproduzirem por esporulacdo, apresentarem um rapido crescimento celular e uma alta
tolerancia a variagdes de propriedades fisico-quimicas do meio, o que lhe conferem a
capacidade de crescerem em diferentes ambientes que lhe proporcionem desde o minimo de

sais minerais até as mais complexas fontes de carbono (PEBERDY, 1987).

Dentre as espécies de Talaromyces produtoras de colorantes encontra-se a espécie
Talaromyces minnesostensis, a qual foi isolada de uma secre¢cdo do ouvido humano em 2010,
mas foi identificada e reportada pela primeira vez apenas em 2017 por Guevara-Suarez et al.

(2017).

De modo geral, o fungo filamentoso 7. minnesotensis caracteriza-se por ser um
biverticiliado, no qual seus conidi6foros apresentam em sua regido apical as denominadas
fidlides (Figura 2.2) e tem suas hifas constituidas por septos (GUEVARA-SUAREZ et al.,
2017).
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Figura 2.2- Estrutura padrdo de conididforo para fungos filamentosos biverticiliado.
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Fonte: Adaptado de Visagie et al. (2014).

Além disso, embora a espécie 7. minnesotensis se apresente filogeneticamente muito
semelhante as espécies Talaromyces minioluteus e Talaromyces udagawae, a mesma distingue-
se no fato de produzir acidos em meio creatina sucrose agar (CREA), diferentemente da
linhagem Talaromyces minioluteus € nao produzir ascomata, caracteristica da espécie

Talaromyces udagawae (GUEVARA-SUAREZ et al. 2017).

Devido a recente identificacdao da espécie 7. minnesotensis, os estudos relacionados a
producdo e as eventuais propriedades bioativas apresentadas por seus colorantes ainda sao
escassos. Entretanto, trabalhos como de Sousa (2018) demonstram e instigam a continuidade e
o desenvolvimento de novos estudos com esta linhagem, visto seu potencial de sintese de

biocolorantes.

2.4. PRODUCAO DE BIOCOLORANTES

Diante do desenvolvimento global e das exigéncias socioambientais, diversas pesquisas
comecaram a ser desenvolvidos sobre a potencialidade de producdo, aplicacio e
comercializacao dos colorantes fungicos, os quais sua producdo era empregada inicialmente
apenas como ferramenta taxondmica para identificacdo e diferenciagdo de espécies (MAPARI

et al.,2005; PITT et al., 1979).

Com o decorrer do tempo, mediante um maior conhecimento do potencial dos colorantes
fingicos e a continuidade das pesquisas, pdde-se constatar que a sintese de colorantes por
fungos filamentosos tende a ser influenciada nao apenas por fatores bioldgicos, mas também

por fatores de processo como os fisico-quimicos, os nutricionais € os operacionais, onde a
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depender das condigdes de operagdo observa-se para uma mesma espécie diferentes

comportamentos ao longo do mesmo bioprocesso (JOSHI et al., 2003; MIY AKE et al., 2008).

Dentre a vasta diversidade bioquimica de fungos filamentosos, a avaliacdo do potencial
de uma espécie fungica como fonte de biocolorantes baseada em fatores biologicos, tende a ser
facilitada mediante o emprego de ferramentas quimiotaxonomicas. Estas definem-se por serem
programas computacionais de rastreio de elevado desempenho, que a partir do fornecimento de
informagdes como o nicho ecolédgico, o perfil e a diversidade metabdlica de uma espécie,
permitem de forma rapida, segura e eficiente uma andlise prévia quanto ao potencial
biotecnoldgico da linhagem como produtora de biocolorantes (FRISVAD; ANDERSEN;
THRANE, 2008; MAPARI et al., 2005; MAPARI; MEYER; THRANE, 2009; NIELSEN;
SMEDSGAARD, 2003).

Somado a isso, dentre os fatores de processo capazes de influenciar a sintese de

colorantes por uma dada espécie fingica, destacam-se:

e Composiciao do meio de cultivo
Os fungos filamentosos sdo capazes de metabolizar diferentes tipos de fontes
nutricionais, desde as mais simples até as mais complexas (PEBERDY, 1987), estando sua

eficiéncia de metabolizacao vinculada a fatores bioldgicos e operacionais.

Dentre as principais fontes nutrientes utilizadas em cultivos de fungos filamentosos,
especificamente no bioprocesso de sintese de colorantes, destacam-se as fontes de carbono e de
nitrogénio. As fontes de carbono sdo consideradas as principais fontes de obtengao de energia
para o crescimento e producao de metabolitos por fungos filamentosos (KRAIRAK et al., 2000;
REYNDERS; RAWLINGS; HARRISON, 1996). As fontes de nitrogénio caracterizam-se por
direta ou indiretamente, induzirem a expressao e controle de genes que ativam as vias

metabolicas relacionadas com a producao de biocolorantes (CHATTERIJEE et al., 2009).

Dentre as fontes de carbono e nitrogénio comumente estudadas na biossintese de
colorantes por fungos filamentosos encontram-se, no caso das fontes de carbono, a glicose, a
frutose, a sacarose, o amido, entre outros (GMOSER et al., 2017; MORALES-OYERVIDES et
al.,2020b). Quanto as fontes de nitrogénio, tem-se tanto as fontes inorganicas como o glutamato
monossodico (MSG), o sulfato de amonio e o nitrato de amonio, quanto as fontes organicas
como peptonas, extrato de levedura e extrato de carne (MORALES-OYERVIDES et al., 2020b,
OGBONNA et al., 2016). Além disso, recentes estudos vém sendo desenvolvidos visando
avaliar o emprego de residuos alimenticios e agro industriais como fontes de nutrientes no

processo de sintese dos colorantes fingicos, o que tende a tornar o bioprocesso de produgdo de
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colorantes por fungos filamentosos ainda mais atraente do ponto de vista sdcio-econdmico-
ambiental (CHATRAGADDA; DUFOSSE 2021; GMOSER et al., 2017; SILBIR;
GOKSUNGUR, 2019).

Diante da diversidade das fontes de nutrientes e das possiveis influéncias ocasionadas
pelos tipos, concentragdes, assim como pela relagcao carbono: nitrogénio (C:N) (WONG; LIN;
KOEHLER, 1981), tem-se que uma mesma espécie, sob as mesmas condi¢cdes operacionais,
pode apresentar diferentes desempenhos quando cultivados em diferentes meios, a depender da
finalidade do bioprocesso. Portanto, tem-se que a avaliagdo quanto a fonte nutriente 6tima para
um determinado bioprocesso tende a ser mais eficiente mediante a analise e combinacao
simultanea de trés fatores, sendo eles a espécie fungica, as demais condi¢des de processo e,

principalmente, o objetivo do bioprocesso em execugao.

e pH e Temperatura

Assim como as fontes nutricionais, o pH e a temperatura apresentam-se como
importantes fatores na sintese de biocolorantes, sendo seus efeitos varidveis de espécie para
espécie, bem como entre as etapas de crescimento celular e de produ¢do de metabolitos dentro

de um mesmo bioprocesso.

Embora os efeitos do pH e da temperatura possam vir a variar entre espécies € a
depender do bioprocesso, no geral, as condi¢cdes 6timas de pH e temperatura para a produgao
de colorantes por diversas espécies de fungos filamentosos variam entre 2,5 a 9,0 em termos de
pH e de 15 a 32°C em relacdo a temperatura (MORALES-OYERVIDES et al., 2020a;
OGBONNA, 2016).

Embora o metabolismo de sintese de colorantes por fungos filamentosos ainda seja de
dificil compreensao devido a complexidade deste bioprocesso (MORALES-OYERVIDES et
al., 2020a) sabe-se, mediante hipoteses e andlises empiricas, que a produtividade e eficiéncia
da sintese de colorantes fungicos tende a ser influenciada pela combinagdo das influéncias do
pH e da temperatura, uma vez que essas variaveis tendem a interferir nos mecanismos de
controle genético e metabolico (MENDEZ et al., 2011), o que mostra a relevancia dessas
variaveis na busca da melhoria e ampliagdo de escala do bioprocesso de produ¢ao de colorantes

por fungos filamentosos.

e Tipos de cultivo
A sintese de colorantes por fungos filamentosos pode ser conduzida, basicamente, por

meio de dois tipos de cultivo, em estado solido e submerso.
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Os cultivos em estado solido, por defini¢do, caracterizam-se por serem cultivos no qual
o bioprocesso tende a ocorrer sobre ou dentro de matrizes s6lidas (substratos ou materiais
inertes) capazes de conter ou absorver agua, sem que exista agua drenada (MORAES et al.,
2021). A produgao de colorante neste tipo de cultivo tende a ser reportada em termos de

absorbancia maxima por massa de substrato (MORALES-OYERVIDES et al., 2020a).

Por outro lado, os cultivos submersos definem-se como cultivos conduzidos em meios
liquidos, nos quais a quantificagdo de colorante produzido ¢ expressa em termos de densidade
optica no comprimento de onda de absor¢do méaxima (amarelo: 400-450 nm, laranja: 450-490
nm e vermelho: 490-520 nm) ou, em alguns casos, at¢ mesmo em massa de colorante por

unidade de volume de caldo de cultivo (MORALES-OYERVIDES et al., 2020a).

De modo geral, além das fontes nutrientes e das condi¢des de pH e temperatura, fatores
estes de expressiva influéncia em ambos modos de cultivo, alguns aspectos especificos de cada
tipo de cultivo devem ser também avaliados, visando a eficiéncia do bioprocesso de obtengao
de colorantes fingicos. No caso dos cultivos em estado so6lido, fatores como a umidade, a
densidade de empacotamento e a porosidade do leito, a densidade e o tamanho das particulas,
a aeragdo e o tipo de biorreator devem ser levados em consideragdo. Nos cultivos submersos
incluem-se como fatores de influéncia do bioprocesso de obtencao de colorantes, as condig¢des
de agitacdo e/ou aeragdo e o tipo de biorreator (AMAN MOHAMMADI et al., 2022;
MORALES-OYERVIDES et al., 2020a).

Ainda que o tipo de cultivo mais adequado a ser empregado seja alvo de diversas
discussdes e de muitas pesquisas, uma vez que seus eventuais efeitos sobre o bioprocesso
podem estar vinculados a espécie fungica, de modo geral, o estudo e o desenvolvimento do
processo de producdo de colorantes por fungos filamentosos tende a ser realizado através de
cultivos submersos (MERUVU; DOS SANTOS, 2021; MORALES-OYERVIDES et al.,
2020a). Isto se deve a perspectiva e maior facilidade de ampliagao de escala dos cultivos
submersos, visando uma futura inser¢ao destes biocompostos no mercado global (MORAES et
al.,2021), bem como, a existéncia de diversos recursos tecnoldgicos (VENKATACHALAM et
al., 2020), que permitem um rigido controle e monitoramento das condi¢des do processo em
cultivos submersos, frente as limita¢des tecnologicas apresentadas em cultivos conduzidos em

estado solido.
e Agitaciio e aeracio
Com base em estudos relacionados com producdo de biocolorantes em cultivos

submersos, as condi¢des de agitagao e aeracao apresentam-se como relevantes de modo a serem
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avaliadas quando se objetiva o aumento da eficiéncia e da produtividade do bioprocesso, devido
a sua influéncia sobre os fendmenos hidrodindmicos e de transferéncia de quantidade de
movimento, calor e massa, bem como seus eventuais efeitos sobre a morfologia dos fungos
filamentosos que pode ou ndo estar vinculada a sintese de colorantes, a depender da espécie

(AFSHARI et al., 2015; KIM et al., 2002; OGBONNA 2016).

Embora, a grande maioria dos estudos voltados a produ¢do de colorantes em cultivos
submersos sejam inicialmente desenvolvidos em frascos agitados, onde a faixa de agitagdo
estudada tende a variar de 100 a 300 rpm, alguns trabalhos relatam estudos mais avangados em
biorreatores de bancada, onde no geral, a faixa de frequéncia de rotacdo do agitador varia entre
100 e 1000 rpm e a de vazao especifica de aeragao entre 0,01 ¢ 4 vvm (MERUVU; DOS
SANTOS, 2021; MORALES-OYERVIDES et al., 2020a; OGBONNA 2016).

Ressalta-se que embora estas duas varidveis se apresentem como de relevancia ao
bioprocesso de sintese de colorantes fungicos, sua existéncia e seus efeitos encontram-se

diretamente atrelados ao tipo de biorreator empregado no processo.

Define-se por biorreator todo equipamento que permita o controle adequado das
condigdes operacionais, gerando um ambiente propicio ao crescimento celular e a conversao de
matérias-primas em bioprodutos empregando-se enzimas, microrganismos, células animais ou

vegetais (TONSO; BADINO; SCHMIDELL, 2021).

No contexto do bioprocesso de sintese de colorantes por fungos filamentosos, embora a
diversidade de biorreatores seja extensa, tem-se como modelos mais comumente empregados
nos estudos e desenvolvimento do bioprocesso, independentemente da escala, os biorreatores
convencionais tipo tanque agitado e aerado e, com menor frequéncia, os biorreatores nao
convencionais pneumaticos tipo coluna de bolhas ou tipo airl/ift (MERUVU; DOS SANTOS,
2021; TORRES et al., 2016).

O biorreator convencional tipo tanque agitado e aerado, conforme ilustrado pela Figura
2.3A, consiste basicamente em um tanque cilindrico de relagdes geométricas definas e um
sistema de agitacdo e aeragdo, constituido de impelidores acoplados a um eixo central
rotacionado por meio de um motor e um aspersor localizado na base do tanque. Diante de sua
configuracdo, os pardmetros possiveis de serem alterados sdo a frequéncia de rotagdo do
agitador (N), a vazdo volumétrica de alimentagdo de gés (Quss), a geometria e a posi¢do dos

impelidores e a presenga ou auséncia de chicanas (TONSO; BADINO; SCHMIDELL, 2021).

Os biorreatores pneumaticos, caracterizados por serem de facil projecdo e construgao,

configuram-se como biorreatores onde a homogeneizagao e circulacao do sistema reacional sao
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realizadas exclusivamente pela inje¢do de gas (CERRI, 2009; CHISTI, 1989). De forma geral,
os biorreatores pneumaticos podem ser divididos em duas classes de modelos, o modelo coluna
de bolhas e o modelo de circulagdo (airlift), os quais se diferenciam pela a presenca ou nao de
artefatos no interior do biorreator que influenciam no tipo de escoamento da fase liquida. No
caso do modelo coluna de bolhas (Figura 2.3B), a fase liquida tende a apresentar um escoamento
aleatorio devido a auséncia de artefatos no interior do sistema. Nos modelos de circulagdo
(airlift) (Figura 2.3C), a fase liquida exibe um escoamento ciclico, devido a conformagao
geométrica desses modelos. Diante destas caracteristicas, os principais parametros possiveis de
modificacdo sdo a vazdo volumétrica de alimentagdo de gas (Qgss), @ geometria interna do

biorreator e a geometria e tamanho dos orificios do aspersor (ESPERANCA, 2018).

A Figura 2.3 ilustra os tipos de biorreatores convencionais tipo tanque agitado e aerado

€ ndo-convencionais pneumaticos.

Figura 2.3- Modelos de biorreatores: (A) convencional tipo tanque agitado e aerado, (B)

coluna de bolhas e (C) airlift de cilindros concéntricos.
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AGITADO E AERADO DE BOLHAS CONCENTRICOS

Fonte: Adaptado de Mendes (2016).

O controle das condi¢des operacionais somado a uma avaliagdo critica baseada em
aspectos mecanicos, operacionais e hidrodinamicos, do tipo de biorreator a ser empregado no

processo de sintese de biocolorantes por fungos filamentosos, afetam a eficiéncia do
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bioprocesso como um todo. No entanto, estes fatores quando vinculados a estratégias de cultivo,

podem vir a ter seus efeitos sobre o bioprocesso potencializados.

e Estratégias de cultivo
Cultivos de fungos filamentosos visando a sintese de colorantes sdo conduzidos, em sua
grande maioria, na forma descontinua, no qual a adi¢do dos nutrientes se d4 apenas no inicio

do bioprocesso, previamente a inoculacao de células no reator (SHULER; KARGI, 1992).

No entanto, diante do fato de os biocolorantes se apresentarem como metabolitos
secundarios, algumas estratégias de cultivo ja empregadas na producao de outros metabdlitos
secundarios, como a realizagao de cultivos a baixa temperatura ou a condugdo de cultivos em
batelada alimentada, apresentam-se como alternativas promissoras para a melhoria da producao
de colorantes, visto que estas estratégias interferem no metabolismo das células durante o

bioprocesso.

De forma geral, a condugdo de cultivos a baixa temperatura pode ser favoravel a
obten¢do de elevados rendimentos na sintese de metabolitos secundarios, pois a partir do
controle da temperatura pode-se interferir na cinética do bioprocesso, de modo que os efeitos
de inibigdo ou repressdo sejam minimizados pela diminui¢ao da velocidade de assimilacdo de
nutrientes pelas células, o que tende a aumentar producao (COSTA; BADINO, 2012;
FARRELL; ROSE, 1967).

Outra estratégia similar de interferéncia na assimilacdo de nutrientes pelos
microrganismos € com potencial aplicacao na producdo de biocolorantes ¢ a condugao de

cultivos em batelada alimentada.

O cultivo em batelada alimentada, estratégia ja consolidada no processo de producao de
antibioticos, € caracterizado pela alimentagdo de nutrientes ao longo do bioprocesso, de modo

que a oferta de nutrientes se dé de forma controlada (SHULER; KARGI, 1992).

Logo, diante da biodiversidade fingica e da complexidade e especificidade do
bioprocesso de colorante por fungos filamentosos como um todo, o estudo das variaveis de
processo apresentam-se relevantes para o conhecimento, a melhoria do bioprocesso e a

facilidade de seu escalonamento visando a producao industrial.

2.5. BIORREATOR, VARIAVEIS DE PROCESSO E VARIACAO DE ESCALA

Embora o desenvolvimento de diversos modelos de biorreatores especificos aos mais
variados tipos de bioprocesso seja algo frequente e em constante avango, ainda hoje o biorreator

convencional tipo tanque agitado e aerado se apresenta como o mais versatil e amplamente
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empregado nas mais variadas escalas de produ¢do, desde a escala de bancada até a industrial
(BADINO; SCHMIDELL, 2021b). Sua ampla utilizagdo provém dos vastos estudos ja
desenvolvidos quanto a geometria do biorreator e as cinéticas de crescimento celular e de
producdo neste sistema, conhecimentos estes que levaram a consolidagdo de um sistema

simples, quando comparado aos demais modelos de biorreatores.

A simplicidade do biorreator convencional permite o monitoramento e o controle de
varidveis operacionais como pH, temperatura, concentracdo de nutrientes e das condi¢des de
agitacdo e aeragdo favorecendo fenomenos de transferéncia e a capacidade de homogeneizacao

do sistema, adequando-se aos mais variados bioprocessos.

2.5.1. Geometria do biorreator convencional tanque agitado

O biorreator convencional tanque agitado consiste em um tanque cilindrico com
relagdes geométricas definidas, no qual a agitacdo e a mistura do meio reacional ocorrem por
meio de um motor ligado a um eixo central provido de impelidores. De modo a evitar a
formagao de vortices e zonas estagnadas, bem como de promover melhores condi¢cdes de
homogeneiza¢do e de transferéncias de quantidade de movimento, calor e massa, sdo
comumente adicionadas hastes defletoras ou chicanas na parede interna do biorreator (TONSO;
BADINO; SCHMIDELL, 2021). Além disso, de forma a garantir o fornecimento de gas ao
bioprocesso, quando necessario, o biorreator tanque agitado e, neste contexto, aerado tende a

apresentar em sua estrutura um aspersor localizado na base do tanque cilindrico.

A Figura 2.4 ilustra o esquema de um biorreator tanque agitado e aerado.

Figura 2.4- Biorreator tanque agitado e aerado.
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Fonte: Adaptado de Mendes (2016).
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De forma a analisar o desempenho do bioprocesso sob determinadas condigdes de
agitacdo e aeragdo, avalia-se diversos parametros como a tensdo de oxigénio dissolvido (Top),
a demanda de oxigénio devido a respiracdo celular (Qo>Cx), o coeficiente volumétrico de
transferéncia de oxigénio (kra), a taxa de dissipacao de energia cinética (¢), a velocidade média

de cisalhamento (y;,), a viscosidade aparente (ugp,) € a microescala de turbuléncia de

Kolmogorov (Ag). Esses parametros tendem a demonstrar como os fendmenos relacionados a

hidrodinamica e a transferéncia de oxigénio podem influenciar o desempenho do bioprocesso.

2.5.2. Demanda e transferéncia de oxigénio em bioprocessos

Sendo a solubilidade do oxigénio baixa frente a outros nutrientes que compdem o meio
de cultivo e devido ao fato do oxigénio ser um substrato essencial para o crescimento e a
manutengdo celular, bem como para o desenvolvimento de diversas rotas metabdlicas, a
transferéncia de oxigénio tende a ser um fator de expressiva importancia nos bioprocessos

aerdbios.

Diante da dificuldade de atender a demanda do bioprocesso, o emprego de sistemas de
agitacdo e aeragdo se faz necessario, pois além do fornecimento de oxigénio, esses sistemas
contribuem para que a transferéncia de oxigénio se dé de forma satisfatoria (BADINO;

SCHMIDELL, 2021a).

Dentre os parametros que auxiliam na descri¢do deste fenomeno no decorrer do
bioprocesso e permitem uma avaliagdo do desempenho do bioprocesso, destacam-se a tensdao
de oxigénio dissolvido (Top), o consumo de oxigénio devido a respiracdo celular (Qo2Cx) € o

coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (kra).

A tensdo de oxigénio dissolvido (Top), medida por um sistema composto por um sensor
acoplado um analisador de oxigénio dissolvido, ¢ a porcentagem de oxigénio dissolvido no
caldo de cultivo no estado estacionario em relacdo a concentragdo de saturagdo de oxigénio
dissolvido no meio de cultura em equilibrio com o ar antes do inicio do cultivo (Co*). Ao longo
do bioprocesso, o sensor afere a concentracdo de oxigénio dissolvido (C), fornecendo a
porcentagem de oxigénio dissolvido no caldo de cultivo em relagdo a concentragao de saturacao
(Top) (Equacgao 2.1).

Top = Cio 100 2.1)

onde:
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Top: tensdo de oxigénio dissolvido (%).
C: concentragio de oxigénio dissolvido no caldo de cultivo (mol O, L).
C,: concentragdo de saturacdo de oxigénio dissolvido no meio de cultura em equilibrio com o

ar antes do inicio do cultivo (mol Oz L.

Quanto aos parametros de consumo de oxigénio pela respiracao celular (Qo2Cx) € o
coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (kra), tem-se que dentre os diversos
métodos de determinag¢do de Q0:Cx e de kra na presenga de células, o método do balango
gasosos baseado nas vazoes e nos teores de oxigénio (O2) e gas carbonico (COz) nos gases de
entrada e saida do biorreator, tende a ser uma metodologia vantajosa, principalmente quando ja
se tem uma expressiva concentragdo celular, visto sua efetiva e integral quantificacdo dos
componentes gasosos que compdem o bioprocesso, além do fato de ser uma metodologia que
ndo requer interferéncias na operagdao do biorreator em termos de alteragdes da vazao
volumétrica de alimentagdo de ar (Qa) ou da frequéncia de rotagdo (N) (BADINO;
SCHMIDELL, 2021a).

A demanda de oxigénio (Qo2Cx), produto entre a velocidade especifica de respiragao
(Qo2 em gop gx™! h!) e a concentracdo de células (Cx em gx L), pode ser estimada mediante a
aplicag¢do do balango molar de oxigénio (O) na fase gasosa, segundo a Equac¢do 2.2 (BADINO;
FACCIOTTI; SCHMIDELL, 2001).

. trad . id
X = Nentrada 3/5121 "%~ s aida 3’(5)‘211 . 79
QOZ - \74 ( . )

onde:

Qo,X: velocidade global de consumo de oxigénio (molo2 L™ h™).
Nentrada: Vazao molar de gis na entrada do biorreator (mol, L h'!).

yggtmda: fragio molar de oxigénio no gas de entrada (molo2 moly™).

Neqidq - Vazdo molar de gis na saida do biorreator (moly L™ h).

a

vo Z’da: fracdo molar de oxigénio no gas de saida (molox mola™).

V: volume de liquido no tanque (L).

O coeficiente volumétrico de transferéncia de O: (kra), pardmetro que expressa a
grandeza da transferéncia de oxigénio da fase gasosa para fase liquida, ¢ o produto entre
coeficiente convectivo de transferéncia de massa do filme liquido (ki) e a area interfacial de

transferéncia de oxigénio (a). O ki € favorecido pela diminui¢do da pelicula estagnada da fase
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liquida e afetado pelas condi¢des de agitacdo e aeracdo empregadas. A area interfacial de
transferéncia de oxigénio (a) favorece a transferéncia de oxigénio do gis para o liquido
mediante o emprego de bolhas de pequeno didmetro e 0 aumento da retencao gasosa (BADINO;

SCHMIDELL, 2021a).

Diante da dificuldade em se quantificar separadamente as contribui¢des individuais do
coeficiente convectivo de transferéncia de massa do filme liquido (ki) e da area interfacial de
transferéncia de oxigénio (a), emprega-se a medida do coeficiente volumétrico de transferéncia
de oxigénio (kra), que pode ser determinado em bioprocessos a partir do balango de massa de
oxigénio na fase liquida supondo estado quase estacionario, de acordo com a Equacao 2.3
(BADINO; SCHMIDELL, 2021a). Tal suposi¢ao ¢ muito proxima a realidade, considerando
que o tempo de leitura das concentracdes e fragdes molares € pequeno e que as variagdes nas
concentragdes sdo lentas, com isso € possivel determinar o kra em um determinado momento

com precisao.

dac
dc . a0 Qo,X
—=ka(C"=C)—Qo,X L ka= 2 (2.3)

onde:

k,a: coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (h™).

Qo,Cx: velocidade global de consumo de oxigénio (moloa L™ h').

C*: concentragdo de saturagdo de oxigénio dissolvido na fase liquida em equilibrio com ar na
fase gasosa (moloz L).

C: concentragio de oxigénio dissolvido no caldo de cultivo (moloz L.

2.5.3. Parametros hidrodinamicos

Os fenomenos relacionados a hidrodinamica caracterizam-se por serem fendémenos que
descrevem a transferéncia de quantidade de movimento, a qual tende estar relacionada a
capacidade de mistura do sistema (ESPERANCA, 2018). No caso dos biorreatores tanque
agitado e aerado, os fendomenos relacionados a hidrodindmica sdo uma consequéncia da
combinagdo da geometria do biorreator, da geometria dos impelidores e das condigdes

operacionais, frequéncia de agitacdo (N) e vazao volumétrica de alimentagao de ar (Qar).

Dentre os parametros relacionados a hidrodindmica, tem-se a velocidade média de

cisalhamento (y,,), o qual se configura como um parametro relevante no desempenho do
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bioprocesso, uma vez que o cisalhamento pode vir a interferir diretamente no crescimento e na

morfologia celular (BUFFO, 2020).

O cisalhamento se caracteriza como um efeito proveniente da exposicao das células a
um gradiente de velocidade resultante do escoamento de fluido no interior do biorreator
(BUFFO, 2020; ESPERANCA, 2018). No entanto, diante da complexidade do escoamento em
biorreatores, somado ao fato de a tensdo de cisalhamento ser uma fun¢do da posicdo no
biorreator, a medida da velocidade de cisalhamento apresenta elevada dificuldade. Logo, as
condi¢cdes de cisalhamento sdo avaliadas pela velocidade média de cisalhamento (y,,) a partir
de correlagdes e com base na frequéncia de agitagdo (N), na vazdo volumétrica de alimentacao
de ar (Qar) € nos parametros reologicos do caldo de cultivo, indice de consisténcia (K) e indice
de comportamento de escoamento (n) (BUSTAMANTE; CERRI; BADINO, 2013; CAMPESI
et al.,2009; CERRI et al., 2008; METZNER; OTTO, 1957).

Outros parametros vinculados a hidrodinamica do bioprocesso s3o a taxa de dissipacao

de energia cinética (¢) e a viscosidade aparente (igp).

A taxa de dissipagdo de energia cinética, embora seja varidvel com a posi¢ao no
biorreator, para fins comparativos pode ser aproximada satisfatoriamente pela dissipagdo de
poténcia (COLLIGNON et al. 2010), caracterizada pela razao entre o consumo de poténcia do
sistema gaseificado (F;), a massa especifica do fluido (p ) € o volume de liquido no tanque (V),
conforme dado pela Equacao 2.4.

_F
£=25 (2.4)

onde:

e: taxa de dissipacdo de energia cinética (W kg™!).
P, consumo de poténcia do sistema gaseificado (W).
V: volume de liquido no tanque (L).

p: massa especifica (kg m™).

Ja a viscosidade aparente (14, ) para fluidos ndo-Newtonianos pseudoplasticos, como €
o caso dos caldos de cultivo envolvendo microrganismos filamentosos, ¢ definida como a razao
entre a tensao (7,,) € a taxa de cisalhamento médio (), conforme expresso pela Equacao 2.5.

Hap ==K Y (2.5)
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onde:

Uap: viscosidade aparente (cP).

T, tensdo média de cisalhamento (Pa).

Ym: velocidade média de cisalhamento (s™).
K: indice de consisténcia (Pa s").

n: indice de comportamento de escoamento (-).

Por fim, um quarto parametro de desempenho relacionado aos fendomenos
hidrodinamicos ¢ a microescala de turbuléncia de Kolmogorov (1kx). Segundo a teoria da
turbuléncia isotropica de Kolmogorov (KOLMOGOROYV, 1941; KOLMOGOROYV, 1991), a
microescala de turbuléncia de Kolmogorov (ix) caracteriza o tamanho dos microturbilhdes
gerados no interior do biorreator devido a geometria do impelidor, as condi¢gdes operacionais e
areologia do caldo de cultivo, permitindo assim a avaliacdo da intensidade de interacao célula-

turbilhdo e suas eventuais consequéncias a estrutura micelial (SHAMLOU et al., 1994).

Logo, o parametro microescala de turbuléncia de Kolmogorov (Ak) se apresenta como
um parametro de relevancia na analise do bioprocesso, pois permite a avaliagdo das eventuais
interferéncias dos microturbilhdes sobre a estrutura micelial. Caso o comprimento médio das
hifas principais de micélios filamentosos dispersos seja superior a 100 um (CUI; VAN DER
LANS; LUYBEN, 1997; SERRANO-CARREON e al., 2015) e as dimensdes dos
microturbilhdes forem inferiores ao comprimento médio das hifas, tem-se um aumento da
interacao célula-turbilhdo, resultando em eventuais danos celulares por cisalhamento. No
entanto, se os microturbilhdes forem maiores que comprimento médio das hifas, as células
passam a ser envoltas e conduzidas pelos microturbilhdes, sem efetivas alteragcdes estruturais

(SERRANO-CARREON et al., 2015).

A Equacgao 2.6 expressa a microescala de turbuléncia de Kolmogorov (Ax), a qual
sintetiza a relagdo entre a reologia do caldo de cultivo e os fendmenos hidrodindmicos. A
microescala de turbuléncia de Kolmogorov ¢ definida como a razdo entre viscosidade

cinematica (Vv = U,y /p) € a taxa de dissipagdo de energia cinética (¢) (BUFFO et al., 2016;
COLLIGNON et al., 2010).

3\ /4 wn’ 1/4 L 3\ 1/4
SRRSO

14
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Ag: microescala de turbuléncia de Kolmogorov (m).
v: viscosidade cinematica (m? s™).
e: taxa de dissipacdo de energia cinética (W kg™).

Uap: Viscosidade aparente (Pa s).

F,: consumo de poténcia do sistema gaseificado (W).

V: volume de liquido no tanque (m?).

p: massa especifica (kg m™).

Ym: velocidade média de cisalhamento (s™).
K: indice de consisténcia (Pa s").

n: indice de comportamento de escoamento (-).

2.5.4. Impelidores

Os biorreatores convencionais tipo tanque agitado e aerado sao providos de impelidores,

0s quais sdo responsaveis por proporcionarem a agitacdo e mistura, visando garantir uma

homogeneidade do caldo de cultivo e contribuir para que os fenomenos de transferéncia de

quantidade de movimento, calor e massa ocorram de forma satisfatodria.

Diante da variedade de modelos, a geometria do impelidor se apresenta como um

importante fator a ser levado em consideragdao no desenvolvimento de um bioprocesso, devido

a sua influéncia na hidrodinamica do caldo de cultivo, no consumo de poténcia, nos fendmenos

de transferéncia, na morfologia do microrganismo, bem como na sintese de metabodlitos (TANG

etal.,2015).

De modo geral, os impelidores empregados em biorreatores tipo tanque agitado, a

depender de sua geometria, tendem a imprimirem sobre o caldo de cultivo basicamente trés

tipos de escoamento, quais sejam, escoamento radial, escoamento axial e escoamento misto,

conforme ilustrado na Figura 2.5.
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Figura 2.5- Principais tipos de escoamento em biorreatores convencionais: (A) radial,

(B) axial e (C) misto.
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Escoamento radial Escoamento axial Escoamento misto
(radial + axial)
Fonte: Adaptado de Buffo (2020).

O escoamento radial ¢ definido pelo deslocamento de liquido do eixo do agitador em
direcdo a parede do tanque (Figura 2.5A), ao passo que no escoamento axial o liquido tende a
ser deslocado para cima e/ou para baixo (Figura 2.5B) (STANBURY; WHITAKER; HALL,
2017).

Dentre os diversos tipos de impelidores, a tradicional turbina com disco e 6 pas planas
também conhecida como turbina de Rushton (Figura 2.6), se apresenta como o impelidor mais
comumente empregado em biorreatores convencionais e tende a conferir escoamento radial ao

fluido.

Figura 2.6- Impelidor turbina de Rushton.

Fonte: Acervo pessoal.
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O impelidor turbina de Rushton (RT) ¢ caracterizado por realizar a efetiva quebra de
bolhas de ar em didmetros menores favorecendo a dispersdo do gas. No entanto, além de
apresentar um alto consumo de poténcia, a depender das condi¢gdes operacionais, o impelidor
turbina de Rushton (RT) tende a gerar regides de misturas ndo uniformes e regides de alta
turbuléncia e elevado cisalhamento (BADINO; FACCIOTTI; SCHMIDELL, 2001;
BUSTAMANTE; CERRI; BADINO, 2013; KADIC; HEINDEL, 2010; STANBURY;
WHITAKER; HALL, 2017).

Diante das caracteristicas apresentadas pelo impelidor turbina de Rushton (RT),
impelidores de escoamento axial ou misto, como ¢ o caso do impelidor “orelha de elefante”
(EE) (Figura 2.7), se apresentam como uma alternativa para bioprocessos empregando bactérias
e fungos filamentosos, nos quais tem-se a geracao de caldos mais viscosos somado ao fato de
que os microrganismos sdo mais sensiveis ao cisalhamento. Esses impelidores de escoamento
axial ou misto possuem a capacidade de conferir um satisfatorio efeito de mistura e, devido a
geometria das pas, tendem a gerar condigdes de cisalhamento mais brandas (COLLIGNON et

al., 2010).

Figura 2.7- Impelidores orelha de elefante: (A) modo de bombeamento para baixo (EEDP) e
(B) modo de bombeamento para cima (EEUP).

(A) (B)

BOMBEAMENTO BOMBEAMENTO
PARA BAIXO (EEDP) PARA CIMA (EEUP)

Fonte: Acervo pessoal.

Conforme ilustrado na Figura 2.7, o impelidor de fluxo misto (radial e axial) “orelha de

elefante”, possui trés pas planas inclinadas em 45°, onde a depender do posicionamento das
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pas, o impelidor pode ser operado no modo de bombeamento para baixo (EEDP- Figura 2.7A)

ou no modo de bombeamento para cima (EEUP- Figura 2.7B).

Diante das eventuais influéncias da geometria do impelidor e das condicdes
operacionais (agitacdo e aeracdo) sobre os bioprocessos conduzidos em biorreatores
convencionais, a analise combinada dessas varidveis se mostram de relevancia para um maior
conhecimento e melhoria dos bioprocessos, contribuindo assim para futuros estudos de

escalonamento dos mesmos.

2.5.5. Variacao de escala

De modo a reproduzir em escalas piloto e industrial o desempenho de um bioprocesso
alcangado em escala de bancada, ou visando verificar em escala de bancada determinados
aspectos de um bioprocesso ja consolidado industrialmente, tem-se o estudo de variagdo de

escala de um bioprocesso.

Mantendo a similaridade geométrica dos sistemas, no caso de bioprocessos aerobios o
estudo de variacao de escala de um bioprocesso tende a se dar mediante a escolha de um critério

de variagdo de escala e de um critério de aeragao (BADINO; SCHMIDELL, 2021Db).

Dentre os diversos critérios de variagdo de escala, os critérios listados na Tabela 2.1
tendem a serem os normalmente recomendados no caso de bioprocessos envolvendo

biorreatores convencionais (BADINO; SCHMIDELL, 2021b).
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Tabela 2.1- Critérios de variagdo de escala para bioprocessos conduzidos em

biorreatores convencionais tipo tanque agitado.

Critério Expressao

Constancia do
coeficiente
volumétrico de (kpa)y = (kpa), > (N); = (N)y- (
transferéncia de
oxigénio (kra)

(D)), (233_,1%) ), (0'5,51#)
@) ' (@)

Constancia da
poténcia de no 2
sistema ndo aerado Py Py ((Di)1> 3
) = (=2 N), = (N), -
por unidade de (V )1 (V )z 7 (M2 = (N (D)2
volume de meio
(Po/V)

Constancia da

velocidade na o). = (o). = (V) = (), - (
extremidade do ( ”’)1 ( fp)z 2 1
impelidor (v¢;p)

@)
(Di)2

1
. /4
Constancia do tempo €= (6, > V), = (N), - ((Di)2>
de mistura (t,,) m m)a )2 g (Di)4
Constancia da 7 v
capacidade de 2) = (&) > ), =)
bombeamento do ( 4 )1 ( 4 >2 ’ '
impelidor (FL/V)
Constancia do D).\’
ntmero de Reynolds (Re)y = (Re)y > (N)z = (N)y - ((Di)2>

(Re)

*N: frequéncia de agitagdo (rps); D;: didmetro do impelidor (m); Q: vazdo volumétrica de ar (m® s); A e B:
coeficientes.
Fonte: Adaptado de Badino e Schmidell (2021).

Para bioprocessos aerobios tem-se também a necessidade de se escolher o critério de
aeragdo, de modo a se determinar as condi¢des de aeragdo do bioprocesso na nova escala

dimensionada. A Tabela 2.2 destaca os principais critérios de aeragao recomendados para os
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bioprocessos aerdbios conduzidos em biorreatores convencionais tipo tanque agitado e aerado

(BADINO; SCHMIDELL, 2021b).

Tabela 2.2- Critérios de aeragdo para o escalonamento de bioprocessos aerobios conduzidos

em biorreatores convencionais tipo tanque agitado.

Critério Expressao
3
Numero de aeracio (Na) (Na), = (Na), » (Q), = (Q); - <(Di)2> . <(N)2>
constante (D)1 (N
: - ~ B D))’
Velocidade superficial de Ws), = (we), = (Q), = (Q); -
ar (vs) constante (D)1
Vazao especifica de D),\?
alimenta@ﬁo de ar ((bar) (bar)1 = (Dar)z > (@2 = (@)1~ ((D1)1>

constante

* (: vazio volumétrica de ar (m? s'); D;: didmetro do impelidor (m); N: frequéncia de agitacdo (rps).
Fonte: Adaptado de Badino e Schmidell (2021).
Ressalta-se que embora o emprego de critérios de variacdo de escala e de aeragdo tornem
o estudo do escalonamento de um bioprocesso mais efetivo e direcionado, diante da diversidade

dos critérios existentes, o critério ideal de aumento de escala tende a ser proprio de cada

bioprocesso de acordo com suas especificidades (BADINO; SCHMIDELL, 2021b).

Diante do exposto, a melhoria de um bioprocesso, bem como seu escalonamento,
requerem estudos que permitam um maior conhecimento do bioprocesso em termos
operacionais e, consequentemente, possibilitem o desenvolvimento de estratégias e tecnologias

que viabilizem sua inserc¢ao a nivel industrial.

2.6. PRODUCAO DE BIOCOLORANTES — ESTADO DA ARTE

A presente secdo tem como intuito abordar os principais pontos de pesquisa em
desenvolvimento relacionados a producao de biocolorantes fungicos, visando avaliar as lacunas
ainda existentes em termos de condi¢des de processo e estratégias de cultivo, que possam vir a
contribuir para a melhoria e o escalonamento do bioprocesso de modo a viabilizar sua

implementag¢do a nivel industrial.

O estudo de biocolorantes provenientes de fungos filamentosos vém gradualmente

crescendo devido principalmente ao aumento da conscientizagdo global e da demanda por



Capitulo 2. Fundamentagdo teorica e Estado da arte 44

produtos benéficos aos seres vivos e ao meio ambiente. Além disso, a grande biodiversidade
das linhagens fingicas e seu elevado potencial bioquimico, somado ao fato de serem de facil e
rapido crescimento, de se adaptarem a condi¢des adversas (HAJJAJ et al., 2000), bem como de
serem capazes de produzir uma vasta gama de metabolitos secundarios, dentre eles compostos
coloridos também tem incentivado os estudos desses biocompostos. Tais compostos, além de
apresentarem maior estabilidade a variagdo de pH e temperatura frente aos demais colorantes
naturais oriundos de vegetais e animais, podem apresentar importantes atividades bioldgicas, a
saber, atividade antibacteriana, antiflingica, antimicrobiana, antioxidante, anticancerigeno,
antiproliferativo, imunossupressor, entre outras (DUFOSSE et al.,2014; FOUILLAUD et al.,
2016; GEWEELY, 2011; KUMAR et al., 2015; TEIXEIRA et al., 2012).

De forma genérica, os estudos e pesquisas em desenvolvimento voltados aos
biocolorantes fingicos podem ser segmentadas em trés grandes vertentes: identificacdo e
caracterizacdo microbiologica e do biocolorante, otimizacao das etapas de producdo, extragao
e purificagao do biocolorante (AMAN MOHAMMADI et al., 2022; MORALES-OYERVIDES
et al.,2020a).

A primeira vertente se caracteriza por pesquisas no ambito de caracteriza¢do microbiana
e do biocolorante, na qual se tém estudos voltados ao isolamento, identificagdo e caracteriza¢ao
de linhagens fingicas com potencial de producao de biocolorantes, bem como caracterizagdes
dos biocolorantes sintetizados em termos de identificacio quimica, de avaliagdo das

propriedades fisico-quimicas-biologica e de aplicagdo do mesmo.

Ja a segunda vertente ¢ composta por estudos voltados a otimizagao do bioprocesso de
produgdo de colorantes fungicos, na qual se tem a avaliacdo por meio de cultivos em estado
solido e submersos de potenciais fatores que podem vir a influenciar o desempenho do
bioprocesso como um todo, como por exemplo: pH, temperatura, composicdo do meio de
cultivo (propor¢ao C:N, tipos de fontes de carbono e nitrogénio, emprego de residuos
alimenticios e agro industriais como fontes de nutrientes), modelos de biorreatores e condigdes
operacionais (agitacdo, aeracao) e estratégias de cultivo (batelada, batelada alimentada, cultivos

a baixa temperatura).

Por fim, a terceira vertente esta relacionada a pesquisas voltadas as etapas de extragao e
purificagdo dos colorantes fungicos, na qual por meio de diferentes métodos de extragao e
separagdo, se busca recuperar e ampliar o grau de pureza dos compostos coloridos extra e

intracelulares visando o desenvolvimento de tecnologias eficientes, limpas e sustentaveis
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(CHATRAGADDA; DUFOSSE, 2021; KALRA; CONLAN; GOEL, 2020; MERUVU; DOS
SANTOS, 2021).

Especificamente para os fungos filamentosos do género Talaromyces/Penicillium,
conforme ilustrado na Figura 2.8, nos ltimos anos as pesquisas com este género de potencial
capacidade de sintetizagdo de compostos coloridos tem-se concentrado na vertente de
identificacdo e caracterizagdo microbioldgica e metabdlica (LP1), sendo os estudos de
identificacdo e caracterizagdo de cepas produtoras de colorantes responsaveis por cerca de 32%
dos estudos desenvolvidos nessa vertente, ao passo que os estudos voltados a avaliagdo das
propriedades fisico-quimicas-biologica e de aplicagdo dos biocolorantes somam cerca de 25%

(MORALES-OYERVIDES et al., 2020a).

Figura 2.8- Trabalhos referentes a produgdo de biocolorantes pelos géneros fingico

Talaromyces/Penicillium.

34.23%

8.91%

I dentificacZo e caracterizagdo microbiolégica e metabdlica (LP1)
[ ] Otimizag&o do bioprocesso (LP2)
Il Processos de extragéo e purificagdo do biocolorante (LP3)

Fonte: Adapto de Morales-Oyervides ef al. (2020a).
As demais vertentes, conforme mostrado pela Figura 2.8 (LP2 e LP3), configuram juntas

cerca de 43% dos estudos voltados aos biocolorantes sintetizados por fungos filamentosos do

género Talaromyces/Penicillium.

Embora os estudos voltados a otimizacao do bioprocesso se apresente como a segunda
maior linha de pesquisa em desenvolvimento, a maioria dos estudos se dao mediante a
realizagdo de cultivos submersos conduzidos em escalas de bancada, mais especificamente em
frascos agitados, nos quais as principais variaveis avaliadas sao o pH, a temperatura, a

composi¢ao do meio de cultivo, agitacdo, € uma pequena parcela dos estudos se encontra
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voltado para o emprego de diferentes estratégias de cultivo (MORALES-OYERVIDES et al.,
2020a).

No entanto, embora o bioprocesso de producao de colorante por fungos filamentosos se
apresente de elevada complexidade e especificidade, as pesquisas em biorreatores de bancada
e em escala piloto ainda sdo limitadas, principalmente os estudos voltados a avaliacdo das
condi¢des operacionais (agitacao e aeragdo), geometria do sistema, estratégias de cultivo, bem
como aqueles propriamente voltados ao emprego de critério de escalonamento do bioprocesso

(KALRA; CONLAN; GOEL, 2020; MORALES-OYERVIDES et al., 2020a).

Embora as pesquisas relacionadas a aplicag@o de diferentes estratégias de cultivos e ao
estudo da variacao de escala do bioprocesso de producdo de colorantes por fungos filamentosos
sejam escassos, trabalhos como de Krairak et al. (2000) e Chen et al. (2021) relataram
promissores resultados quanto ao emprego da batelada alimentada na producao de biocolorante
pelo género Monascus, apresentando ganhos na faixa de 35 a 84% em termos de produgao frente
a batelada convencional. Em termos de escalonamento do bioprocesso, Kim et al. (2002)
também relataram resultados da producdao de biocolorante vermelho por Monascus sp. ao
estudarem de forma criteriosa o escalonamento do bioprocesso em biorreatores de 5, 30 e 300

L.

Especificamente quanto a linhagem 7. minnesotensis, uma espécie recém descoberta e
relatada por Guevara-Suarez et al. (2017), tem-se que, embora os estudos voltados a essa
espécie em particular se encontrem escassos ¢ ainda em estagios iniciais, Sousa (2018),
verificou o potencial e a expressiva capacidade de produ¢ao de um biocolorante vermelho pela

linhagem, alcangando produg¢des em frascos agitados a 250 rpm e 24°C da ordem de 50,0 UA.

Logo, diante do exposto e dos promissores resultados obtidos por Sousa (2018), buscou-
se explorar as caracteristicas do metabolito colorido sintetizado pelo fungo endofitico T.
minnesotensis, bem como avaliar o bioprocesso em biorreatores convencionais sob diferentes
configuragdes e condigdes operacionais € mediante o emprego da estratégia de batelada

alimentada.
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3. Talaromyces minnesotensis: UM POTENCIAL PRODUTOR DE
BIOCOLORANTES

3.1. INTRODUCAO

A crescente demanda global por produtos mais saudaveis e naturais, aliada aos possiveis
riscos associados ao uso de colorantes sintéticos, tem impulsionado o desenvolvimento de
estudos de viabilidade e tecnologias para a produg@o de colorantes naturais obtidos de plantas
(folhas, flores e frutos), animais (insetos) e microrganismos (leveduras, fungos, bactérias e
microalgas). Embora geralmente tenham menor intensidade de cor e estabilidade do que os
compostos sintéticos, os colorantes naturais (biocolorantes) t€ém a vantagem de serem menos
prejudiciais a saude humana e ao meio ambiente (RAO; XIAO; LI, 2017). Além disso, muitos
deles apresentam importantes atividades biologicas antibacterianas, antioxidantes e

antitumorais (KUMAR et al., 2015).

Em estudos sobre fontes alternativas para a produgao de novos colorantes, ¢ importante
identificar novos compostos industrialmente relevantes, mais baratos e com efeitos deletérios
menores, em comparagao aos compostos sintéticos. Para tanto, os endofitos representam uma
importante fonte para a producdo de metabdlitos bioativos para diversas aplicagcdes (SOUSA;
SERRANO; LACAVA, 2017). Endoéfitos sao microrganismos que habitam o interior dos
tecidos vegetais, sem causar doenga aparente no hospedeiro (ARAUJO; SILVA; AZEVEDO,
2000; PETRINI, 1991), podendo desenvolver uma relagdo simbidtica com a planta (OWEN;
HUNDLEY, 2004).

A savana tropical brasileira ¢ um bioma mosaico (BATALHA, 2011) caracterizado por
plantas endémicas e medicinais com caracteristicas Unicas, das quais microrganismos podem
ser isolados (SOUSA; SERRANO; LACAVA, 2017). A precipitagcdo anual varia entre 1200 e
1800 mm, e uma estagao seca ocorre durante 5 a 6 meses do ano (SOUSA; SERRANO;
LACAVA, 2017). Os solos da savana tropical brasileira apresentam populagdes ricas e
complexas de microrganismos, com os diferentes habitats levando a uma prodigiosa variedade
de microbios (STROBEL; DAISY, 2003). Este tipico bioma contém plantas endémicas que
podem estar associadas a microrganismos endofiticos (PIZA; HOKKA; SOUSA, 2015;
SOUSA; SERRANO; LACAVA, 2017), incluindo fungos filamentosos, que sao
microrganismos que estdo gradualmente ganhando aten¢do do mercado de colorantes, devido

ao seu potencial de producao.

A vasta biodiversidade de espécies fungicas, associada ao seu alto potencial

biotecnoldgico para a producdao de biocompostos capazes de conferir cor, além de suas
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propriedades bioativas (DUFOSSE et al., 2014; FOUILLAUD et al., 2016), tem estimulado o
estudo e a identificagdo de novas espécies flngicas pertencentes a uma grande variedade de
géneros, como Monascus, Penicillium, Fusarium, Aspergillus, Paecilomyces e Talaromyces
(OGBONNA, 2016; RAO; XIAO; LI, 2017). Os bioprocessos com fungos ndo ocupam grandes
areas e podem ser conduzidos de forma continua, sem impedimentos sazonais (DUFOSSE et
al., 2014; MAPARI et al., 2005; OGBONNA, 2016). Além disso, em compara¢do com outros
colorantes naturais, os colorantes fingicos apresentam maior estabilidade em diferentes
condi¢des de pH e temperatura, oferecendo uma ampla variedade de cores (RAO; XIAO; LI,
2017) e classes quimicas, incluindo carotendides, melaninas, flavinas, fenazinas, quinonas e
mais especificamente monascinas, violaceina e indigo (DUFOSSE etal.,2014; MAPARI et al.,
2005).

Embora os biocolorantes sintetizados por fungos filamentosos tenham alto potencial
para aplicagdes industriais, devido as suas origens naturais, ¢ imprescindivel a realizacdo de
testes toxicoldgicos, juntamente com caracterizagdes fisico-quimicas para confirmar a
estabilidade do biocolorante. Os resultados obtidos permitem identificar os setores industriais
em que o colorante pode ser utilizado, levando em considera¢do as normas e as legislacdes

vigentes.

Diante do exposto, visando ampliar o conhecimento quanto a linhagem endofitica 7.
minnesotensis em termos morfologicos e metabdlicos, teve-se por objetivo caracterizar
fenotipicamente o fungo filamentoso isolado por Romano (2015) das folhas de Hymenaea
courbaril, uma arvore endémica do cerrado tropical brasileiro. Além disso, face aos resultados
promissores apresentados por Romano (2015) e Sousa (2018), os quais relataram expressivas
producdes de um biocomposto colorido pela espécie em frascos agitados, buscou-se caracterizar
o biocolorante em termos de citotoxicidade, estabilidade e aplicabilidade, previamente as

avaliagcOes das condi¢des de operacdo e do modo de cultivo em maior escala.

3.2. MATERIAIS E METODOS
3.2.1. Fungo endofitico: caracterizacio fenotipica

O fungo filamentoso endofitico isolado por Romano (2015) de folhas da arvore
Hymenaea sp. (conhecida como “jatobazeiro™) do cerrado brasileiro, e identificado como
Talaromyces minnesostensis pela Cole¢do Brasileira de Microrganismos de Ambiente e
Industria (CBMAI/DRM-WDCM 823, Paulinia, SP), foi caracterizado fenotipicamente através
do cultivo da linhagem em diferentes meios solidos (YILMAZ et al., 2014).
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Primeiramente, para obten¢ao das colonias de 7. minnesotensis, a linhagem previamente
isolada foi cultivada em placas de Petri de 90 mm contendo aproximadamente 30 mL de meio
Agar ISP2 (International Streptomyces Project Medium 2), composto de 4 g L' de dextrose, 4
g L! de extrato de levedura, 10 g L! de extrato de malte, 20 g L' de 4gar e pH 5,4. As placas

foram incubadas por um periodo de 7 dias a 25°C.

Posteriormente, visando avaliar suas carateristicas macroscopicas, o endofitico 7.
minnesotensis foi inoculado por meio da adicdo de discos de esporos (= 8,5 mm) em placas de
Petri de 90 mm contendo aproximadamente 30 mL de 5 diferentes tipos de meios sélidos, a
saber, meio extrato de levedura agar (CYA) (concentrado de Czapek (NaNOs—300,0 gL ! ;
KC1-50,0gL"; MgSO4.7H0 - 50,0 gL' ; FeSO4.7TH20 - 1,0 g L) - 10 mL L' ; sacarose
—30,0 g L!; extrato de levedura — 5,0 g L' ; K 2 HPO 4— 1,0 g L' ; solugdo de sais tracos
(CuS04.5H,0 - 5,0 g L!; ZnSO04.7H20 — 1,0 g L' ) - 1 mL L' ; 4gar 20,0 g L' ; dH20 1000
mL em pH final de 6,2), meio creatina sacarose agar (CREA) (sacarose — 30,0 g L' ; creatina
1H,0 — 3,0 g L' ; K3PO4.7H,0 - 1,6 g L' ; MgS04.7H,0 - 0,5 g L' ; KC1-0,5 g L!;
FeS04.7H20 - 0,01 g L' ; solucdo de sais tragcos - 1 mL L' ; roxo de bromocresol 0,05 g L' ;
dgar — 20,0 g L' ; pH 8,0), meio aveia agar (0A) (Aveia — 30,0 g L' ; solugdo de sais tragos -
1 mL L!; 4gar — 20,0 g L!; pH: 6,5), meio extrato de malte agar (MEA) (extrato de malte —
50,0 g L' ; solucdo de sais trago ion - 1 mL L' ; 4gar — 20,0 g L'!; pH: 5,4) e meio extrato de
levedura sacarose agar (YES) (extrato de levedura — 20,0 g L' ; sacarose — 150,0 g L' ;

MgSO04.7H20 - 0,5 g L' ; sais tragos solugdo - 1 mL L' ; 4gar - 20,0 g L!; pH: 6,5).

Os ensaios foram conduzidos em triplicata e as culturas foram incubadas por 7 dias a

25°C, 30°C e 37°C.

3.2.2. Producio em frascos agitados e extracio do biocolorante vermelho

A cultura estoque de trabalho da linhagem 7. minnesostensis foi mantida em tubos
inclinados contendo meio de cultura Agar ISP2 (International Streptomyces Project Medium 2)
composto de (em g L™! 4gua destilada): 4gar bacteriologico, 20,0; dextrose, 4,0; extrato de malte,
10,0 e extrato de levedura, 4,0, pH 5,4. Apés estriado sobre o meio s6lido uma amostra de
esporos da colonia de 7. minnesotensis previamente isolada, os tubos inclinados foram
incubados a 28 °C por 10 dias e, posteriormente, conservados em geladeira a 4°C, sendo

subcultivados mensalmente, de modo a garantir a viabilidade das culturas.
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Para obtencdo do inéculo, inicialmente, preparou-se um volume conhecido de meio
liquido ISP2 isento de agar, onde o mesmo teve seu pH ajustado em 5,0 com solugdo de acido

cloridrico 2,0 M, sendo posteriormente autoclavado a 121°C por 20 minutos.

Na sequéncia, foram adicionados aos tubos inclinados (slants) da cultura estoque de
trabalho 7 mL de meio ISP2 esterilizado, sendo a superficie da cultura raspada com alca de

platina esterilizada para desprendimento dos esporos.

Diante da concentracdo de esporos obtida através da técnica de contagem em Camara
de Neubauer (MANACHINI; FORTINA; PARTINI, 1987), de aproximadamente 10% esporos
mL!, aliquotas de 7 mL da suspensao foram transferidas para Erlenmeyers de 500 mL contendo
43 mL de meio ISP2 estéril, de modo que a concentracao final de esporos no inoculo fosse da

ordem de 107 esporos mL™.

Os Erlenmeyers foram mantidos em incubador rotativo (New Brunswick Scientific,

modelo C25KC; NOVA ETICA, modelo 430RD) a 250 rpm e 28°C por 24 horas.

Ap0s o preparo do indculo, seguiu-se o procedimento de inoculagdo dos frascos agitados

visando a obtencdo do biocolorante a ser caracterizado.

Incialmente, foram preparados 1800 mL de meio de cultivo composto de 20,0 g L™ de
dextrose e 10,0 g L™! de peptona de soja. O mesmo teve seu pHinicial ajustado para 5,0 com
solucao de HCI 2,0 M, sendo posteriormente armazenado em frasco Schott graduado de 2 L e

autoclavado a 121°C por 20 minutos.

ApOs o resfriamento, foram inoculados 200 mL de suspensao micelial obtida da etapa
de preparo do indculo. O conteudo foi homogeneizado em agitador magnético e distribuiu-se
50 mL do caldo de cultivo em frascos Erlenmeyers de 500 mL. Os ensaios em frascos agitados
foram conduzidos em incubador rotativo (New Brunswick Scientific, modelo C25KC; NOVA

ETICA, modelo 430RD) a 250 rpm e 24°C.

Amostras (frascos inteiros) foram retiradas a cada 24 h, e determinou-se o pH do caldo
de cultivo através de um medidor de pH (Modelo QX 1500, Qualxtron). Posteriormente, o caldo
de cultivo foi centrifugado por 20 min a 4°C e 12.000 rpm e o sobrenadante foi filtrado a vacuo
através de uma membrana de nitrato de celulose de 0,45 um de didmetro de poro para total

separacao das células.

A quantidade de biocolorante produzida foi avaliada mediante a leitura de absorbancia,
em espectrofotometro-UV (Ultrospec 2100 Pro, Amersham Biosciences), do sobrenadante

filtrado considerando o fator de diluicdo de cada amostra. De modo a se determinar o
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comprimento de onda correspondente a maxima absorc¢ao para o colorante vermelho, realizou-
se o escaneamento da amostra do caldo de cultivo livre de células na faixa de 300 a 600 nm. Os
resultados obtidos foram expressos em termos de Unidades de Absorbancia a 500 nm (UA), o
que concorda com a maxima absor¢ao para colorantes vermelhos reportados pela literatura

(CHATTERIJEE et al., 2009; CHRISTIE, 2001; SINGH et al., 2015).

Posteriormente a conclusdo do cultivo, realizado em duplicata, uma aliquota do caldo
de cultivo tratado (isento de células) foi submetida a um processo sequencial de extragdes
liquido-liquido com os solventes hexano e acetato de etila, utilizando-se uma relagdo
volumétrica de 1,25:1 (caldo/solvente). Apds a extracdo com acetato de etila, a fase aquosa foi
separada e teve seu pH ajustado para 2,0 com solugao de HCI 2,0 M. Uma terceira extragao
liquido-liquido foi, entdo, realizada com n-butanol como solvente, utilizando uma razao

volumétrica de 2:1 (fase aquosa/solvente).

A fase organica resultante foi submetida a um processo de reextragdo utilizando uma
solucdo aquosa ajustada para pH 12,0 com solucao de NaOH 1,0 M, para a concentragdo do
colorante vermelho na solugdo aquosa. A razao utilizada no processo de reextracao foi de 1:1
(pH 12,0 solugdo/fase organica). Ao final do processo, a fase aquosa (pH 7,5) foi liofilizada e

a amostra solida obtida foi utilizada para caracterizacdo do biocolorante vermelho.

3.2.3. Caracterizac¢ao do biocolorante

Visando obter um maior conhecimento sobre ao biocomposto sintetizado, o mesmo foi
o caracterizado com base em ensaios de fluorescéncia, citotoxicidade (MTT e MIC),

estabilidade e capacidade de coloragao em diferentes matrizes.

Os ensaios de fluorescéncia foram realizados em colaboracdo com o Departamento de
Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Araraquara (UNESP). Os testes de citotoxicidade, ensaio colorimétrico MTT e concentragao
minima inibitoria (MIC) foram realizados, respectivamente, em colabora¢do com o Laboratdrio
de Inflamacao e Doencas Infecciosas (LIDI) e o Laboratério de Microbiologia e Biomoléculas
(LaMiB) do Departamento de Morfologia e Patologia (DMP) da Universidade Federal de Sao
Carlos (UFSCar).

3.2.3.1. Emissao de fluorescéncia

Andlises espectrofluorimétricas de solugdes de biocolorante (1,0 g L™!) em diferentes
pH (2,0, 4,0, 6,0, 6,74, 8,0, 10,0 e 12,0), ajustadas com solugdes de HC1 2,0 M e NaOH 1,0 M,

foram realizadas usando um espectrofluorimetro (Fluorolog-3, Horiba Jobin Ivon-Spex, Nova
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Jersey, EUA). O instrumento foi equipado com uma cubeta de quartzo de quatro faces (10 mm)
e foi operado em larguras de fenda de excitagdo e emissdo de 10 e 15 nm, respectivamente. A
emissao de fluorescéncia foi registrada na faixa de 530-700 nm com a excitagao fixada em 490

nm.

3.2.3.2.  Ensaio colorimétrico MTT em c¢lulas derivadas de hepatoblastoma
humano (HepG?2)

Células HepG2 (fornecidas pelo Laboratério de Toxicologia Ambiental da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, Brasil) foram cultivadas em meio de Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM, Sigma) suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino
(FBS) e solugdo antibiotica a 1% (v/v) (penicilina/estreptomicina). As células foram mantidas

em frasco de cultura celular, a 37°C, em atmosfera umidificada com 5% (v/v) de CO..

O ensaio colorimétrico MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-2H-
tetrazolio) foi usado para avaliar a viabilidade celular medindo a fung¢ao redutora mitocondrial.
Células HepG2 foram semeadas em placas de 96 pogos a uma densidade de 10* células/pogo e
foram mantidas por 24 h, a 37°C, em atmosfera umidificada com 5% (v/v) de CO,. Apods esse
periodo, as células foram tratadas por 24 ou 48 h com o biocolorante vermelho em diferentes
concentragdes (0,05 a 10,0 g L. As células ndo tratadas foram usadas como controle negativo
(C-). O controle positivo (C+) foram células tratadas com 5% (v/v) de Extran®. As células
foram lavadas duas vezes com 1xPBS, seguido da adi¢ao de 100 uL de solu¢ao de MTT (5 g
L1, Sigma) a cada poco e incubacio por 150 min. Sequencialmente, o meio foi removido dos
pogos e os cristais de formazan formados foram dissolvidos em 100 pL de DMSO. As leituras
de absorbancia foram realizadas a 570 nm usando um leitor de microplacas (Multiskan GO). A
viabilidade celular foi calculada como uma porcentagem do controle negativo. Os testes foram

realizados em triplicata.

O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para verificar a normalidade na distribuicao dos
dados. A analise dos resultados utilizou o teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn nao
corrigido para comparagdes multiplas (p<0,05), aplicado aos grupos tratamento e controle
negativo (C-). A ICso (concentragdo inibitoria média) foi calculada usando uma curva de

regressao nao linear construida com o software GraphPad Prism v. 7.0.

3.2.3.3.  Concentragao inibitoria minima (MIC)

Os ensaios para determinagdo dos valores de concentracdo inibitéria minima (MIC) para

o biocolorante vermelho foram realizados em triplicata e sobre os microrganismos patogénicos
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Staphylococcus aureus ATCC 29213, Escherichia coli ATCC 11775, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 14502 e Candida albicans ATCC 10231.

As culturas foram semeadas em placas de 96 pogos a uma concentracio final de 5x10°
UFC mL! em meio Miieller-Hinton (MHCA) e foram mantidas por 12 h, a 37°C. Apos este
periodo, concentragdes de biocolorante vermelho, variando de 0,095 pg mL™! a 100,0 mg mL-
!, foram adicionados aos pocos. Posteriormente, a placa de 96 pogos foi incubada novamente a
37°C por 12 horas. A atividade do biocolorante frente as bactérias patogénicas e a levedura foi
determinada medindo a densidade optica de cada pogo apds 12 horas de incubacdo nos

respectivos, comprimentos de onda de 600 nm e 520 nm, usando um leitor de placas.

Ressalta-se que o crescimento normal dos patégenos sem a adicao de biocolorante foi

empregado como controle negativo (C-).

3.2.3.4. Ensaios de estabilidade

Visando caracterizar e avaliar as propriedades do colorante vermelho produzido pelo
fungo T. minnesotensis, foram realizados testes de avaliacao da estabilidade em meio a variagao

do pH e da temperatura.

Nos ensaios de estabilidade a diferentes pHs, foram preparadas solugdes tampdes como
mostrado na Tabela 3.1, cujos pHs de 1 a 10 foram ajustados utilizando solucdes de acido

cloridrico (HCI) 2,0 M e hidroxido de sédio (NaOH) 1,0 M.
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Tabela 3.1- Composigdes das solugdes tampao empregadas no ensaio de estabilidade do

colorante vermelho.

Solu¢do Tampao pH Composicio Concentracio (g L)
. Cloreto de potassio (KCI) 7,5
Tampdo Acido cloridrico (HCI) 0.8
HCI-KCl 5 Cloreto de potassio (KCI) 7,5
Acido cloridrico (HCI) 0,8
Acido citrico (C¢HsO7.H20) 16,7
3 Fosfato dissédico 59
(NazHPO4) ’
Acido citrico (C¢HsO7.H>0) 12,9
Tampao 4 Fosfato Dissodico
Fosfato-Acido Citrico (Na;HPO,) 11,0
Acido citrico 10.1
5 (C6H307.H20) ’
Fosfato dissodico 14.6
(NazHPO4) ’
Acido Citrico 8.0
Tampio . (CoHs0r.H:0) ’
Acido Citrico-Citrato Citrato de sédio
(NazCsH507.2H20) 477
Acido citrico 3.7
. (CsH307.H20) ’
Fosfato dissédico 3.4
Tampao (Na;HPOy) ’
Fosfato-Acido Citrico -
Acido citrico 0.6
q (C6H307.H20) ’
Fosfato dissodico
(NaxHPOg) 27,6
Glicina
(C2Hs5NO») 7.0
9
Hidréxido de s6dio (NaOH) 7,0
Tampao
Glicina-NaOH Glicina
(C;HsNOy) 75,0
10
Hidroxido de s6dio (NaOH) 25,6

Fonte: Acervo pessoal.
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Na realizacdo dos ensaios foram preparados 70 mL de solu¢do tampao para cada pH
estudado e adicionados a cada um deles cerca de 1,4 mL de caldo de cultivo tratado (isento de

células), de modo que a dilui¢cdo se mantivesse a mesma em todos 0s ensaios.

Apo6s a adig¢do, realizou-se a homogeneizagdo das solucdes utilizando agitador
magnético por 5 minutos e, posteriormente, 20 mL de cada solugdo foram distribuidos em
frascos falcon de 50 mL. Os mesmos foram levados ao banho termostatizado, de modo a se

manter a temperatura constante ao longo de todo o ensaio.

Os ensaios foram realizados em triplicata e conduzidos nas seguintes temperaturas de

10, 20, 40, 60 e 80°C, de modo que todos os pHs foram avaliados nas 5 temperaturas.

As amostragens se deram na primeira hora de cada ensaio e, posteriormente, a cada 4
horas durante um periodo total de 24 horas. Para avalicao da estabilidade, assim como nos

cultivos, aferiu-se a absorbancia de cada solucao a 500 nm.

A estabilidade do colorante vermelho natural foi avaliada pelo calculo da porcentagem
residual do colorante vermelho (%RCR), usando a Equagdo 3.1 (SANTOS-EBINUMA et al.,
2013):

ABS500(t)

RCR (%) = 2222 x 100 (3.1)

500_0

onde:

RCR: residuo de colorante vermelho.
ABSc,(t) : absorbancia a 500 nm da solugdo contendo o colorante vermelho ao longo do
tempo (UA).

ABSs50 o: absorbancia inicial a 500 nm da soluc@o contendo o colorante vermelho (UA).

A cinética de degradacdo do colorante vermelho produzido por 7. minnesotensis foi

avaliada usando o modelo cinético de primeira ordem expresso pela Equagao 3.2:

dABSsg0

2 — e ABSseo (3.2)

onde:

ABSs00: absorbancia a 500 nm (UA).
t: tempo de incubagao (h).

k: constante da taxa de degradagdo (h™).
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A constante da taxa de degradagdo (k), corresponde a inclinacdo do grafico resultante da

linearizagdo da Equagao 3.2:

1 n(w) = —k-t (3.3)

ABSs00_0
onde:

ABSs00 0: absorbancia inicial (t=0) a 500 nm (UA).
ABSc,(t) : absorbancia no tempo t a 500 nm (UA).
t: tempo de incubagao (h).

k: constante da taxa de degradagdo (h™).

Para estimativa da constante de taxa de degradacdo (k), foram utilizados os valores

médios de absorbancia das triplicatas,

O tempo necessario para atingir 50% de degradagdo do colorante vermelho (meia-vida,

t 112) foi calculado usando a Equagao 3.4.

1 n2
tl/z S T (3.4)

onde:

t1/2: tempo de meia-vida (h).

k: constante da taxa de degradagdo (h™).

A relagdo entre a constante de taxa de degradagdo (k) e a temperatura foi modelada
usando a linearizacdo da equagao de Arrhenius (Equacao 3.5), como segue:

I nk =1 nkg — — (3.5)

onde:

k: constante da taxa de degradacdo (h™!).

ky: fator pré-exponencial (-).

Ea: energia de ativacdo (kJ mol ™).

R: constante universal do gas (8,314 J mol ' K ™).

T: temperatura absoluta (K).
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3.2.3.5.

Ensaios de aplicagdo

Para avaliar, em carater exploratdrio, a aplicabilidade do biocolorante, foram tingidas 6

diferentes matrizes:

* Gelatina (Dr. Oetker ™, incolor)

* Detergente (Ipé ™, incolor)

* Tinta acrilica branca (Acrilex ™, Nature Colors)

* Esmalte cremoso (Colorama ™, Franca)

» Esmalte incolor (Risqué ™)

* Tecidos: poliéster, algodao branqueado, algodao bruto, linho e seda

As massas e as proporgdes biocolorante/matriz relativas aos processos de tingimento

das matrizes gelatina, detergente, tinta e esmalte encontram-se na Tabela 3.2.

Tabela 3.2- Massas de matriz e de biocolorantes e proporgdes biocolorante/matriz

empregadas nos tingimentos das matrizes gelatina, detergente, tinta acrilica e esmalte.

Tipo MMATRIZ | MH20 | MACETONA | MBIOCOLORANTE | Proporg¢io
de Matriz (® (® ® (® (% m/m)
4,0 50,0 - - -

4,0 49,5 - 0,006 0,01%
Gelatina 4,0 49,0 - 0,013 0,02%
4,0 45,0 - 0,065 0,13%
4,0 40,0 - 0,129 0,29%
Detergente 10,0 - - 0,016 0,16%
Tinta acrilica 4,0 - - 0,26 6,50%
Psmalte 1 : 0,8 0,012 0,52%
tr;::lzr;)l;rtite 15 i 0.8 0,012 0,52%

Fonte: Acervo pessoal.

Ressalta-se que para a coloracdo do esmalte, devido as propriedades quimicas do

biocolorante, foi necessario diluir inicialmente o biocolorante em acetona e, posteriormente, a

solucdo obtida foi adicionada aos esmaltes a serem tingidos. Nos demais tingimentos (gelatina,

detergente e tinta acrilica) o biocolorante foi adicionado as matrizes e as misturas foram

homogeneizadas na sequéncia.

No tingimento dos tecidos foi desenvolvido um protocolo baseado nos métodos de
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Suwannarach et al. (2019) e Bisht et al. (2020), com algumas modificacdes.

Inicialmente, 5 diferentes tipos de tecido foram cortados em discos de aproximadamente
5 cm de didmetro, os quais foram submersos em 50 mL de caldo tratado em frascos Erlenmeyer
de 250 mL. Os fracos foram entdo incubados por 1 h a 35°C de forma estatica. Apds o
tingimento, as amostras foram lavadas com agua da torneira para remover o biocolorante nao
fixado e foram embebidas em solu¢do mordente de CuSO4 0,1% m/v por 10 min e enxaguadas
novamente com agua da torneira. Apds a segunda lavagem, as amostras foram secas ao ar livre
por 24 h em temperatura ambiente (25°C), seguida de anélise visual para avaliacdo da retengdo

do biocolorante.

3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.3.1. Caracterizac¢ao fenotipica do fungo filamentoso 7. minnesotensis

O fungo endofitico 7. minnesotensis em meio agar ISP2, apresentou, devido ao processo
de esporulacdo em ISP2, a formagdo de colonias de cor verde-oliva e foi possivel observar,
conforme a Figura 3.1B, o fendmeno de exsudacdo do colorante vermelho. Além disso,
verificou-se que o reverso das coldnias apresentou coloragdo alaranjada (Figura 3.1A). Por meio
de imagens microscopicas, observou-se a presenca de hifas septadas (Figura 3.1C) e fialides

nas pontas dos conididforos (Figura 3.1D), caracteristica tipica do género Talaromyces.
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Figura 3.1- Crescimento do endofitico 7. minnesotensis em meio de agar ISP2. (A) Lado
reverso das coldnias e (B) fendtipo caracteristico da colonia e exsudagdo microbiana do
biocolorante vermelho. Imagens microscopicas (400x) do fungo endofitico mostrando (C)

hifas septadas e (D) fialides nos conidi6foros.

(A) Meio agar
ISP2

(C)

e

Fonte: Adaptado de Romano (2015).

Ao avaliar as caracteristicas macromorfoldgica em 5 diferentes meios s6lidos, conforme
mostrado na Tabela 3.3, observou-se que os cultivo de 7. minnesotensis em diferentes meios

solidos ndo revelaram crescimento a 37 °C.
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Tabela 3.3- Resumo das caracteristicas macromorfoldgicas de 7. minnesotensis ap6s 7 dias a

25,30 e 37°C.
Temperatura Didmetro da colonia apés 7 dias (mm)
de incubacao
(°C) OA MEA CYA YES CREA
25 23-24 26-27 23-25 21-25 16-19
30 26-25 27-30 27-29 27-31 19-21
37 Sem Sem Sem Sem Sem
crescimento crescimento crescimento crescimento  crescimento
Producao de colorante (7 dias) P r0(,lu.g:ﬁo
de acido
em meio
OA MEA CYA YES CREA
(7 dias)
25 Ausente Vermelho Vermelho Marrom Forte
30 Ausente Vermelho Vermelho Vermelho Forte
37 Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente

Fonte: Acervo pessoal.

Além disso, segundo a Tabela 3.3, foi verificado a forte producao de acido em meio
CREA e a geragao de colorante nos meios CYA, MEA e YES, corroborando com os resultados

macromorfologicos ilustrados pela Figura 3.2.
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Figura 3.2- Caracteristicas macromorfologicas de 7. minnesotensis apos 7 dias cultivado a

25°C em (A) CREA, (B) OA, (C) MEA, (D) CYA e (E) YES.

(E)

Fonte: Acervo pessoal.

De modo geral, as caracteristicas obtidas, se apresentaram similares as observadas por
Guevara-Suarez et al. (2017) ao relatarem pela primeira vez o isolamento e a identificacao da

linhagem 7. minnesotensis.

3.3.2. Producio de biocolorante vermelho em frascos agitados

Para producdo e caracterizagdo do biocolorante vermelho, cultivos submersos (em
duplicata) foram realizados com 7. minnesotensis. A Figura 3.3 mostra os resultados para o pH
do caldo e a producdo do colorante vermelho, em termos de unidades de absorbancia a 500 nm

(ABSs00), durante o cultivo.
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Figura 3.3- Perfis de producao de biocolorante vermelho (ABSs0, em unidades

arbitrarias) e pH durante o cultivo de 7. minnesotensis.
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Com base na Figura 3.3, observou-se que a producdo do colorante iniciou em 24 h, e
aumentou até 72 h de cultivo, atingindo uma absorbancia maxima (ABSse) de
aproximadamente 50 UA. Apds este tempo, os valores do ABS 500 permaneceram constantes.
O pH iniciou em pH 5,0 e diminuiu durante as primeiras 48 h, associado ao consumo de glicose,
seguido de um aumento até 96 h de cultivo, atingindo um valor de pH 6,5. O aumento do pH
pode ser atribuido ao consumo dos aminodcidos da peptona de soja, apds a exaustdo da glicose.
O aumento da producdo de colorante vermelho apds a exaustao da glicose sugeriu que o
biocolorante poderia ser um metabdlito secundario, como relatado para outros colorantes
microbianos, especialmente aqueles produzidos por fungos (KUMAR et al., 2015; MENDEZ
etal., 2011).

Ao final do cultivo, uma parcela do sobrenadante do caldo centrifugado e filtrado foi
submetido a uma extracao liquido-liquido sequencial utilizando hexano, acetato de etila, n -
butanol e solucdo aquosa de pH 12,0. A fase aquosa foi entdo completamente seca e a amostra

solida foi utilizada para caracterizagdo bioquimica do colorante vermelho.
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3.3.3. Ensaios de caracterizacao do biocolorante vermelho
3.3.3.1. Emissao de fluorescéncia

As propriedades do biocolorante vermelho avaliadas por analises de fluorescéncia (em
meio aquoso) em diferentes pHs (2-12) e mantendo a mesma concentragdo (1 g/L), mostraram
um comprimento de onda maximo de emissdo na faixa de 564 a 572 nm, a partir da excitacao

fixa em 490 nm, conforme mostrado na Figura 3.4.

Figura 3.4- Espectro de fluorescéncia do biocolorante vermelho em solucido aquosa

(1,0 g/L) em diferentes pHs: 4,0; 6,0; 6,74; 8,0; 10,0 e 12,0.
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Com base na Figura 3.4, observou-se que o biocolorante vermelho quando em solucao
aquosa (1,0 g/L) e submetido a diferentes pHs (2-12), tende a apresentar uma propriedade de
emissao de fluorescéncia mais pronunciada em pH 6,74, onde foi verificado uma intensidade
de fluorescéncia expressiva (4x10%) para um comprimento de onda de emissdo de 571 nm.
Como visto para o biocolorante vermelho, a propriedade de fluorescéncia também ¢ relatada
para outros biocolorantes sintetizados por fungos como Monascus sp. (HSU et al., 2011) e
Talaromyces amestolkiae (DE OLIVEIRA et al., 2019), sendo uma importante propriedade

fotofisica de biomoléculas para possiveis aplicagdes biotecnologicas.

A variagao do pH (LAKOWICZ, 2006), bem como a solubilidade do biocolorante,
tendem a influenciar o comportamento e a exposicdo dos grupos fluoroforos e,
consequentemente, a propriedade de emissao de fluorescéncia, o que justifica o fato de a pH 2,

o biocolorante nao ter apresentado fluorescéncia significativa, uma vez que a insolubilidade do
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biocomposto em solugdo aquosa foi claramente observada (dados ndo apresentados). Para as
amostras de pH 4 a 12, a constancia e a definicdo adequada dos perfis espectrais, bem como o
baixo deslocamento quimico das bandas de emissdo da ordem de 10 nm, demonstram a auséncia
de modificagdes quimicas estruturais nas moléculas que compdem o biocolorante e, portanto, €
possivel confirmar que a diferenga na emissao de fluorescéncia observada tende a ser resultado
do processo de solubilizagdo e/ou protonagdo dos grupos quimicos e fluordforos do

biocomposto.

Assim, esses resultados indicaram que o colorante vermelho de origem biotecnoldgica
sintetizado por T minnesotensis, possui alto potencial de fluorescéncia em meio aquoso € em
pH (6,74) proximo a faixa de pH bioldgico, o que demonstra seu potencial de aplicagdo em
diversas matrizes industriais desde biomarcadores a alimentos, medicamentos, cosméticos,

entre outros.

3.3.3.2. Ensaios de citotoxicidade

Para avaliar a citotoxicidade e atividade bioldgica do biocolorante vermelho, foram

realizados ensaios de MTT e MIC.

As propriedades citotoxicas do colorante vermelho foram avaliadas pelo ensaio MTT

realizado com células HepG2, para periodos de exposicao de 24 e 48 h (Figura 3.5A).
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Figura 3.5- Resultados para exposicao de células HepG2 ao colorante vermelho. (A)
Viabilidade das células HepG2 (%) ap6s a exposi¢do por 24 e 48 h (apresentadas como
médias com desvios-padrdo). Imagens de microscopia optica de células HepG2 expostas ao
colorante vermelho: (B a F) apos 24 h para C-, C+, 10,0, 5,0 e 1,0 g L'!, respectivamente; (G
a K) apds 48 h para C-, C+, 10,0, 5,0 e 1,0 g L™}, respectivamente.
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Fonte: Acervo pessoal.

Os valores percentuais médios de viabilidade celular obtidos foram 98,0, 105,7, 114,7,
112,3, 84,8, 30,3 e 14,1%, apos 24 h, e 105,6, 123,7, 126,0, 112,2, 60,4, 18,6 e 3,48%, apos 48
h, para exposicdo a 0,05, 0,5, 1,0, 2,5, 5,0, 7,5 e 10,0 g L' de colorante vermelho,
respectivamente. Os resultados mostraram uma diminui¢do significativa da viabilidade celular
nas concentracdes mais altas (a partir de 7,5 g L), para ambos os periodos analisados. A
diminui¢do da viabilidade celular (sem significancia estatistica) também foi observada no nivel
de exposi¢do de 5,0 g L. Esses efeitos puderam ser observados nas imagens de microscopia
optica (Figura 3.5B a 3.5K). Aumentos da viabilidade celular apds 48 h foram observados para

as baixas concentra¢des do colorante vermelho (0,5 e 1,0 g L™).

Os valores da concentragdo inibitéria média (ICso) foram determinados para as
exposicoes de 24 h (Figura 3.6A) e 48 h (Figura 3.6B) ao colorante vermelho, resultando em
valores de ICso de 6,03 e 5,14 g L™ para 24h e 48h de exposi¢io, respectivamente.
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Figura 3.6- Viabilidade celular (%) e valores de ICso para células HepG2 expostas ao
colorante vermelho: (A) apds 24 h e (B) ap6s 48 h.
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Diante dos resultados obtidos, verificou-se reducgdes significativas na viabilidade das
células HepG2 apos exposi¢do ao colorante vermelho em altas concentragdes (7,5 ¢ 10 g L),
conforme demonstrado pelo ensaio MTT (atividade mitocondrial) e confirmado com
microscopia optica. Os valores de ICso mostraram maior efeito citotoxico do colorante vermelho
para exposicdo de 48 h (ICso= 5,14 g L'!), em comparacio com exposi¢do de 24 h (ICso= 6,03
g L'"). Embora os resultados obtidos tenham se apresentado como de expressiva citotoxicidade
quando comparados ao biocolorante sintetizado pelo fungo Talaromyces amestolkiae, o qual
apresentou para células com células 3T3 um valor de ICsode 187,0 g L™ para 72 h de exposigdo
(ZACCARIM et al., 2018).De modo geral, ao serem comparados com outros biocolorantes
como os de 7. australis e P. murcianum, 0s quais apresentaram, respectivamente, segundo
Hernandez et al. (2019), valores de ICso para células NIH/3T3 de 0,21 e 0,54 g L' ap6s 24 h,
o biocolorante vermelho de 7. minnesotensis se demonstrou de baixa citotoxicidade. Além
disso, quando comparado a outros colorantes naturais como o acafrao (obtido da planta Crocus
sativus L.), também se demonstrou de baixa citotoxicidade, visto que o acafrao quando utilizado
contra células HepG2, tende a apresentar valores de ICso na ordem de 1,8 ¢ 0,95 g L''para

exposicoes de 24 h e 48 h, respectivamente (TAVAKKOL-AFSHARI et al., 2008).

Quanto a andlise da atividade bioldgica, o biocolorante revelou atividade em
concentragdes superiores a 50,0 g L! contra as bactérias patogénicas S. aureus ATCC 29213,
E. coli ATCC 11775 e P. aeruginosa ATCC 14502, e a levedura C. albicans ATCC 10231.
Esse resultado sugere o potencial de aplicabilidade desse biocolorante em produtos
alimenticios, cosméticos, farmacéuticos e tecidos, nao apenas potencializando a coloragao, mas

também, dependendo da concentragdo, contribuindo para a protecdo contra contaminantes
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microbioldgicos. Isso ¢ semelhante ao observado para outros colorantes fingicos como o
colorante vermelho produzidos por 7. amestolkiae (ZACARIM et al., 2018) e o pigmento
Monascus sintetizado por Monascus ruber CCT 3802 (VENDRUSCOLO et al., 2013a).
Zaccarim et al. (2018) descreveram que o colorante vermelho mostrou atividade em valores de
CIM de 1,9, 19,0 € 47,0 g L "' contra E. coli ATCC 25922, P. aeuroginosa ATCC 9721 ¢ S.
aureus ATCC 10390, respectivamente. Enquanto Vendruscolo ef al. (2013a) relataram que os
colorantes (laranja e vermelho) produzidos por Monascus ruber CCT 3802 em cultivo submerso
exibiram efeitos antimicrobianos contra os patdogenos de origem alimentar S. aureus ATCC

25923 ¢ E. coli ATCC 25922, com CIMs variando de 10,0 a 20,0 g L™!.

Logo, os ensaios de citotoxicidade demonstraram que o biocolorante vermelho

sintetizado por 7. minnesotensis apresenta potencial para maiores estudos.

3.3.3.3. Ensaios de estabilidade

A estabilidade do biocolorante vermelho foi caracterizada por meio de testes realizados
em diferentes valores de pH (1,0-10,0) e temperaturas (10, 20, 40, 60 e 80 °C), onde o
monitoramento da variacdo de cor considerou a porcentagem residual do colorante vermelho

(% RCR), como mostrado na Figura 3.7.
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Figura 3.7- Perfil da porcentagem residual de colorante vermelho (%RCR), de acordo com o

tempo, para pH de 1,0 a 10,0, em temperaturas de (A) 10°C, (B) 20°C, (C) 40°C, (D) 60°C, e

(E) 80°C.
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Conforme mostrado na Figura 3.7, a estabilidade do colorante vermelho foi favorecida
pelo pH préoximo a neutralidade (6,0 a 8,0) e temperatura mais baixa, ja que nas temperaturas
de 10 e 20 °C (Figura 3.7A e 3.7B), a diminuicdo da %RCR foi inferior a 5% apds 24 h de

incubacao, para pH de 6,0 a 8,0. No entanto, em temperaturas mais altas e com maior variagao
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do pH, a estabilidade do colorante foi comprometida, principalmente em pH alcalino (9,0 e
10,0), com reducdes de %RCR na faixa de 5 a 85%, a depender das condigdes térmicas de
incubagdo. Associado a isto, a alteracao expressiva de coloragao das solugdes apos 24 h de
incubagdo, conforme ilustrado pela Figura 3.8, evidenciou que a estabilidade do biocolorante

foi comprometida pela exposi¢ao aos efeitos simultaneos de pH e temperatura.

Figura 3.8- Variacdo da colorag@o ap6s 24 horas de incubagao.
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Fonte: acervo pessoal.

Embora a exposicao ao pH &cido (1,0-5,0) tenha afetado a estabilidade do biocolorante,

a degradag¢dao do biocomposto foi menos abrupta, em comparagdo com a exposicao ao pH
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alcalino (9,0 e 10,0), onde foi visivelmente observada uma mudanga na cor da solugdo. apds 24
h de incubac¢ao, independentemente da temperatura. Essa mudanga de cor pode ter sido causada
por alteragdes nas estruturas quimicas das moléculas que compdem o colorante vermelho
natural (CARVALHO et al, 2005; SANTOS-EBINUMA et al, 2013; SIPAHLI,
MOHANLALL; MELLEM, 2017).

Mudangas de cor em fung¢do dos valores de pH também sdo comumente observadas para
outros biocolorantes, conforme relatado por De Oliveira et al. (2022) e Fonseca et al. (2022),
que avaliaram a estabilidade dos colorantes produzidos por Talaromyces amestolkiae e
Penicillium brevicompactum, respectivamente. De Oliveira et al. (2022) observaram que o
caldo fermentado contendo os colorantes produzidos por Talaromyces amestolkiae passou de
vermelho para laranja em meio alcalino forte (pH 13,0), enquanto o biocolorante produzido por
Penicillium brevicompactum tendeu a ser mais avermelhado em meio alcalino (6,0-10,0) e

amarelado em pH &cido (3,0-5,0), conforme relatado por Fonseca et al. (2022).

Assim, embora o biocolorante tenha se apresentado mais estavel em pH proximo a
neutralidade (6,0-8,0), seu uso em processos mais acidos também se faz possivel, como na
fermentagdo de derivados do leite (CARVALHO et al., 2005), uma vez que as moléculas

tendem a serem mais estaveis em pH acido do que em pH alcalino.

A evidente estabilidade em pH neutro e baixas temperaturas, estd de acordo com os
resultados obtidos para outros colorantes naturais relatados na literatura. Na avaliacdo da
fotoestabilidade de colorantes fungicos produzidos por Penicillium aculeatum IBT 14263 e
Epicoccum nigrum 1BT 41028 em tampao citrato em pH acido e neutro, Mapari et al. (2009)
observaram que a degradacao da cor foi maior em pH 5,0 do que em pH 7,0. Carvalho et a/
(2005) avaliaram a estabilidade de colorantes vermelhos produzidos por Monascus spp. na
fermentacdo em estado solido, onde se obteve melhor estabilidade em pH préximo a
neutralidade (6,0, 7,6 € 7,9) e temperatura na faixa de 0 a 32 °C, sendo a porcentagem residual
de colorante de até 92% em pH 7,9 e temperatura de 32 °C, ap6s um periodo de incubagdo de
25 h. Da mesma forma, na avaliacdo da influéncia do pH e da temperatura no colorante
vermelho sintetizado por Talaromyces purpurogenum , Santos-Ebinuma et al. (2013)
observaram que o colorante apresentou boa estabilidade em pH 8,0 e temperatura de 25°C, com

%RCR proximo a 91% apos incubagdo por 24 h.

Tanto Carvalho et al. (2005) quanto Santos-Ebinuma et al. (2013) relataram que os
biocolorantes avaliados tenderam a apresentar melhor estabilidade em solugdes alcalinas do que

em solucdes acidas. Em contraste, na avaliacao da estabilidade e cinética de degradagao de
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extratos de antocianinas de Hibiscus sabdariff, Sipahli et al. (2017) observaram melhor
estabilidade em solugdes acidas do que em ambientes alcalinos, o que corrobora com os

resultados obtidos para o biocolorante de 7. minnesotensis.

Como as amostras apresentaram melhor estabilidade contra a variagdo de temperatura
em pH 6,0-8,0, ao analisar-se os parametros cinéticos de degradagdo para essa faixa de pH, a
saber, constante de velocidade de degradagdo (k) e o tempo de meia vida (ti2), conforme
mostrado na Tabela 3.4, verificou-se uma tendéncia de manutencdo da estabilidade nas

temperaturas de 10 e 20°C.

Tabela 3.4- Parametros cinéticos de degradacao do biocolorante (k, ti,2 € Ea) para pH de 6,0 a

8,0, nas temperaturas de 10, 20, 40, 60 e 80°C.

Temperature k ti2 Ea
pH R?
©O) (b (h) (kJ mol™?)
10 0,0014 +0,0001 0,95 495,1
20 0,0019 +0,0001 0,99 359,1
6.0 40 0,0086 £+ 0,0001 1,00 80,5 49,82 +£0,38
60 0,0352 +0.0014 0,99 19,7
80 0,0713 +0.0058 0,95 9,7
10 0,0007 +0,0001 0,88 961,3
20 0,0015 +0,0002 0,91 471,5
7.0 40 0,0075 £ 0,0001 1,00 91,9 56,29 £ 0,31
60 0,0325 +0,0013 0,99 21,3
80 0,691 + 0,055 0,95 10,0
10 0,0005 + 0,0001 0,80 1494,0
20 0,0007 +0,0001 0,97 994,0
8.0 40 0,0078 = 0,0001 1,00 89,2 63,41 + 0,66
60 0,0305 +0,0011 0,99 22,7
80 0,0660 + 0,0037 0,98 10,5

Fonte: Acervo pessoal.

Ao se avaliar a degradacado térmica para faixa de pH de 6 a 8 (Tabela 3.4) foi observado

que as temperaturas de 10 e 20°C garantiram uma menor degradagdo do colorante vermelho
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uma vez que a constante de velocidade de degradacao (k) chegou a ser até¢ 132 vezes menor

quando comparada a temperatura de 80°C.

O modelo cinético de primeira ordem foi capaz de descrever satisfatoriamente a
degradacao do biocolorante, obtendo coeficientes de regressao de 0,80 a 1,0. De acordo com
essas observagdes, varios colorantes naturais como as antocianinas (FERNANDEZ-LOPEZ et
al., 2013) e os colorantes vermelhos naturais produzidos por Monascus ruber CCT 3802
(VENDRUSCOLO et al., 2013b) e Aspergillus tamarii (SARAVANAN et al, 2020)
mostraram comportamento cinético de degradag¢do térmica semelhante, com aumento da
constante de taxa de degradacao (k) e diminui¢ao do tempo de meia-vida (t 12 ) em temperaturas

mais altas, como observado para o colorante vermelho produzido por 7. minnesotensis .

Em pH 8,0, o tempo de meia-vida a 10°C foi aproximadamente 142 vezes maior que a
80°C, sugerindo a possivel utilizagdo do biocolorante em processos a frio. No entanto, embora
a meia-vida diminua com o aumento da temperatura, ainda seria possivel utilizar o colorante
vermelho natural produzido por 7. minnesotensis em processos de curta duracdo e altas
temperaturas, como processos de pasteurizacao convencionais, onde temperaturas na faixa de
63 a2 90°C sdo usados por periodos de até 30 min (FELLOWS 2009). Nesses processos, 0 %0RCR

ao final da operacdo estaria na faixa de 70 a 95%.

Os valores de energia de ativacdo (Ea), caracterizados por descreverem a dependéncia
da constante de taxa de degradacdo (k) com a temperatura (REYES; CISNEROS-ZEVALLOS,
2007), foram obtidos por ajuste satisfatério do modelo de Arrhenius para pH de 6,0 a 8,0,

conforme mostrado pela Figura 3.9.
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Figura 3.9- Graficos do modelo de Arrhenius, nos pHs 6 a 8, para o colorante vermelho

produzido por 7. minnesotensis.
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Os valores de Ea calculados para temperaturas de 10 a 80 °C ficaram na faixa de 26,0 a
63,0 kJ mol!, dependendo das condi¢des de pH (dados ndo mostrados). Esses valores estio de
acordo com os valores de Ea relatados para outros biocolorantes, como o colorante laranja
(52,93 kJ mol!, pH 4,5, 50-95°C) e o colorante vermelho (48,07 kJ mol!, pH 6,5, 50- 95°C)
sintetizado por Monascus ruber CCT 3802 (VENDRUSCOLO et al., 2013b), os colorantes
vermelhos produzidos por Penicillium purpurogenum GH2 (42,40 kJ mol™, pH 6,0, 30-80°C)
(MORALES-OYERVIDES et al., 2015 ), e outros colorantes naturais como riboflavina (36,4
kJ mol™, 30-90°C), curcumina (27 kJ mol™, 30-90°C) (GIMENEZ et al., 2015), gardénia
(65,78 kJ mol! | pH 5,5, 40-80°C) (CERRETI et al., 2020), e licopeno (45,96 kJ mol™!, 70-
100°C) (BADIN et al., 2021).

A energia de ativag¢ao necessaria para iniciar o processo de degradacdo em pH 8,0 foi
cerca de 27% maior do que em pH 6,0 (Tabela 3.4). No entanto, a alta energia de ativacdo
também mostrou maior sensibilidade da constante de degradacao (k) a mudanca de temperatura,
uma vez que a variacdo da constante de degradagao em pH 8,0, para temperaturas de 10 a 80
°C, foi aproximadamente 27 e 13% maior do que em pH 6,0 e 7,0, respectivamente (para a
mesma faixa de temperatura). Assim, embora a alta energia de ativagao esteja associada a maior
sensibilidade da constante de degradacdo (In k) a variacdao da temperatura, a energia minima

necessaria para iniciar o processo de degradagcdo também sera maior.
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Portanto, os resultados indicaram que o uso de pH 8,0 e baixas temperaturas
proporcionaram as condigdes mais favordveis para a manutencdo da estabilidade do
biocolorante vermelho sintetizado por 7. minnesotensis. No entanto, dadas as suas
caracteristicas, e dependendo do tempo de processamento, o biocolorante pode ser utilizado em
uma ampla gama de processos, demonstrando sua potencial versatilidade de aplicagdo em
diversos setores industriais, como também foi observado posteriormente em testes de

aplicabilidade do colorante vermelho.

3.3.3.4. Aplicagao do biocolorante vermelho
Para avaliacao do potencial colorante, o biocolorante vermelho foi aplicado em diversas

matrizes, incluindo detergente, gelatina, esmalte, tinta (Figura 3.10).

Figura 3.10- Aplicagdo do biocolorante vermelho em diferentes matrizes: (A) detergente, (B)

gelatina, (C) esmalte e (D) tinta.

Fonte: Acervo bessoal.

A aplicacdo do biocolorante em detergente, gelatina, esmalte e tinta proporcionou
resultados satisfatorios, com todas as matrizes apresentando alteracdes uniformes e substanciais
das cores originais, como também observado por Latha e Jeevaratnam (2010) apds a aplicagao

do colorante produzido por Rhodotorula glutinis em diferentes tipos de alimentos.

Embora o tipo de matriz e/ou a intensidade de cor desejada impliquem no uso de

diferentes quantidades de biocolorante, o tingimento de gelatinas incolores (Figura 3.10B)
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demonstrou que uma pequena quantidade do colorante pode conferir uma cor homogénea de

forma eficiente, confirmando o potencial de coloragdo do biocomposto.

Além das matrizes citadas acima, diversos tipos de tecidos multifibras também foram

tingidos pelo biocolorante vermelho, conforme ilustrado na Figura 3.11.

Figura 3.11- Tecidos multifibras tingidos com o biocolorante vermelho bruto produzido por 7.

minnesotensis.

Antes do Apos Apos mordente ¢
tingimento 1" lavagem 2" lavagem

Poliéster

Algodao
branqueado

Algodiao
cru

Linho

Seda

Fonte: Acervo pessoal.

Dentre os cinco tipos de tecidos tingidos, nos quais a aplicagdo do biocolorante
geralmente resultou em uma paleta de cores em tons pastéis, a seda (um tecido derivado de

animais) apresentou visivelmente a melhor assimilagao de cores, enquanto o tecido de poliéster
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sintético ndo foi tingido. Esse resultado se encontra similar ao observado por Suwannarach et
al., (2019), cuja a aplicagdo do colorante vermelho sintetizado pelo fungo Nigrospora
aurantiaca CMU-ZY2045 em tecido de poliéster conferiu inicialmente uma coloragao
levemente rosada e com algumas manchas, seguida do retorno a sua coloracao original (branco)

apds uma etapa de lavagem.

O uso da solugdo 0,1% (p/v) de CuSO4 como mordente (fixador) resultou, em alguns
casos, em pequenas alteracdes do tom de cor para os tecidos como algodao cru e seda, mas em
geral a solugdo de CuSO4como mordente melhorou a fixa¢do do colorante, principalmente para
o tecido de algodao branqueado. Resultados semelhantes em relacao a contribui¢do de tecidos
tingidos com mordente foram observados por Lagashetti et al. (2022) ao aplicar o extrato de
colorante bruto do Gonatophragmium triuniae NFCCI 487 com e sem a presenc¢a de diferentes
mordentes (FeSO4 e Alum). Os autores relataram que os tecidos de algoddo com mordente

apresentaram maior fixagcdo do colorante do que o tecido sem mordente.

Os testes de aplicagdo demonstraram a versatilidade do biocolorante vermelho
produzido por 7. minnesotensis, indicando seu excelente potencial de aplicagdo em diversos

setores industriais.

3.4. CONCLUSOES

A linhagem isolada por Romano (2015) e identificada como 7. minnesotensis,
apresentou diferentes caracteristicas macromorfolégicas a depender do meio de cultivo, sendo
observada uma forte producao de dcido em meio CREA, uma caracteristica padrao da linhagem
originalmente relatada por Guevara-Suarez et al. (2017). Além disso, verificou-se que a
linhagem possui uma expressiva capacidade de produgdo de biocolorante vermelho, o qual
exibe propriedades altamente promissoras em termos de fluorescéncia, citotoxicidade,

estabilidade e potencial de coloragdo.

Os resultados demonstraram evidéncias claras do potencial biotecnolégico do
biocomposto colorido, instigando assim o desenvolvimento de futuros estudos voltados a
melhoria da producao e ampliacdo de escala do bioprocesso, bem como a realizagdo de ensaios
complementares de caracterizagdo do biocomposto visando sua futura inser¢do no mercado

global de colorantes.
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4. INFLUENCIA DO SISTEMA DE IMPELIDORES E DAS CONDICOES
OPERACIONAIS NA PRODUCAO DE BIOCOLORANTE VERMELHO EM
BIORREATOR CONVENCIONAL

4.1. INTRODUCAO

Diante da crescente demanda global por produtos mais saudaveis e naturais,
biocompostos em geral vém ganhando gradualmente cada vez mais relevancia, por serem
oriundos de processos biotecnoldgicos nos quais por meio do emprego de fontes naturais como
minérios, plantas, animais e microrganismos, tem-se a obtencao de diversos compostos com
propriedades e caracteristicas de serem menos agressivos ao meio ambiente e a saide humana.
E neste cenario que os microrganismos, em especial os fungos filamentosos, vém se destacando
como uma fonte promissora na producao de biocolorantes, devido a sua produgdo continua e
regular de uma gama variada de compostos naturais coloridos (DUFOSSE et al., 2014;
FOUILLAUD et al.,2016; SPEARS, 1988), que além de terem capacidade de coloracdo, podem
também apresentar propriedades bioativas (DUFOSSE etal.,2014; FOUILLAUD et al., 2016;
GESSLER et al., 2013).

Dentre os padrdes de cultivos utilizando microrganismos fungicos para obtengdo de
biocolorantes e visando a insercao desses biocompostos no mercado global, o emprego de
cultivos submersos tende a ser mais propicio a obtengao de colorantes frente aos cultivos em
estado solido, tanto pela sua capacidade de produgdo como pela existéncia de recursos
tecnologicos de controle e monitoramento altamente desenvolvidos (KIM et al., 2002;
VENKATACHALAM et al., 2020). Entretanto, a produgdo submersa de biocolorantes
sintetizados por microrganismos, especialmente de carater filamentoso, ¢ influenciada por
diversos fatores como pH, temperatura, composi¢do do meio de cultivo, condi¢des operacionais
e as estratégias de cultivo (AHN et al., 2006; JOSHI et al., 2003; OGBONNA, 2016;
SANTERRE; QUEINNEC; BLANC, 1995).

Diversos estudos referentes a producdo submersa de biocolorantes por fungos
filamentosos tém como foco a analise dos efeitos da composicao do meio de cultivo, do pH e
da temperatura. Entretanto, uma menor parcela de trabalhos referentes a sintese submersa de
colorantes em biorreatores visam compreender como os fendmenos hidrodindmicos e de
transferéncia tendem a influenciar, direta ou indiretamente, o bioprocesso de producao destes
metabolitos secundarios (DE OLIVEIRA et al., 2020; KIM et al., 2002; LV et al., 2017,
MOHAMED et al., 2012; MUSAALBAKRI et al., 2006; PEREIRA; TONSO; KILIKIAN,
2008; POLLARD et al.,2007; VENDRUSCOLO et al., 2017; ZHOU; TIAN E ZHONG, 2019).
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A geometria do impelidor e as condi¢des de agitacdo e a aeragdo sao fatores que podem
influenciar o desempenho do bioprocesso de produgdo de colorantes por fungos filamentosos,
devido a seus efeitos sobre as transferéncias de quantidade de movimento, calor € massa, bem
como sobre a morfologia do microrganismo produtor, que pode estar associada a sintese do
colorante (KIM et al., 2002; LV et al., 2017; MOHAMED et al., 2012). Dentre as geometrias
de impelidores, os de escoamento misto (axial e radial), como ¢ caso do impelidor orelha de
elefante (EE), apresentam a capacidade de conferir um satisfatorio efeito de mistura e, devido
a geometria das pas, tendem a gerar condi¢des de cisalhamento mais brandas. Os impelidores
de escoamento radial, como a tradicional turbina Rushton, sdo caracterizados pela efetiva
quebra de bolhas de ar em diametros menores favorecendo a dispersdo do gas. No entanto, os
impelidores de escoamento radial tendem a gerar regides de maior turbuléncia e elevadas
tensdes de cisalhamento, além de apresentarem um maior consumo de poténcia
(BUSTAMANTE; CERRI; BADINO, 2013; KADIC; HEINDEL, 2010; STANBURY;
WHITAKER; HALL, 2017), quando comparado com outros tipos de impelidores.

Estudos como o de Mohamed et al. (2012), voltados ao efeito da geometria do
impelidor, demonstraram que o emprego do impelidor tipo fita helicoidal de escoamento misto
sobre a produgado de colorante por Monascus purpureus FTC 5391 resultou em um rendimento
de colorante por energia consumida cerca de 2,5 vezes maior do que empregando-se o impelidor
tipo turbina Rushton. Outros estudos voltados a influéncia das condi¢des de agitagdo e da
aeragdo, como o de Musaalbakri ef al. (2006), verificaram que mantendo-se o nivel de tensdo
de oxigénio dissolvido (Top) acima de 90% da saturacdo com oxigénio do ar e empregando-se
uma frequéncia de agitagdo de 600 rpm, a produtividade em termos de colorante por Monascus
purpureus FTC 5391 foi 27 e 46% superior em relag@o aos cultivos conduzidos com frequéncias

de rotacao de 1000 e 200 rpm, respectivamente.

Como pode ser observado, ainda que poucos, na literatura sao encontrados trabalhos que
avaliam individualmente as influéncias do tipo de impelidor e das condi¢des de operagao
frequéncia de agitagdo (N) e vazdo especifica de alimentagdo de ar (¢ar), na producao de
biocolorantes. No entanto, ndo ha relatos de trabalhos que avaliem a influéncia conjunta dessas
variaveis, de modo a se encontrar a geometria do sistema de agitacdo e as condi¢des

operacionais mais adequadas para a produgdo de biocolorantes.

Diante do exposto, nessa etapa da pesquisa avaliou-se os efeitos de trés diferentes
combinagdes de impelidores previamente caracterizados por Buffo ef al. (2016) e das variaveis

de operagao frequéncia de agitagao (N) e vazao especifica de alimentacao de ar ($ar) sobre a
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sintese de biocolorante vermelho produzido pelo fungo filamentoso endofitico T.
minnesotensis. O estudo realizado se deu mediante o emprego de um planejamento fatorial
(2243PC) composto de 21 ensaios em biorreator tanque agitado e aerado de 4 L de volume 1til.
Além disso, também foi realizado um aumento de escala de producdo de 4 para 10 L, mediante
o emprego de critérios de aumento de escala e de aeragdo, do bioprocesso de producdo de

colorante por 7. minnesotensis em maiores escalas.

4.2. MATERIAIS E METODOS
4.2.1. Microrganismo

Utilizou-se a linhagem Talaromyces minnesotensis (CBMAI 2211), um fungo
filamentoso endofitico isolado por Romano (2015) de folhas da arvore Hymenaea sp.
(conhecida como “jatobazeiro”) do cerrado brasileiro, no municipio de Sdo Carlos, centro-leste
do Estado de Sao Paulo, Brasil (21°58’S, 47°52°W, 850 m acima do nivel do mar) (SisGen —
numero de registro: ACCBF2B).

A linhagem encontra-se armazenada na micoteca do Laboratorio de Microbiologia
(LaMiB) no Departamento de Morfologia e Patologia (DMP) da Universidade Federal de Sao
Carlos (UFSCar), bem como depositada na Colegao Brasileira de Microrganismos de Ambiente

e Industria (CBMAI/DRM-WDCM 823), na cidade de Paulinia (SP).

4.2.2. Cultura estoque de trabalho

A cultura estoque de trabalho foi obtida através do preparo de tubos de ensaio, contendo
cada um deles aproximadamente 40 mL de meio Agar ISP2 (International Streptomyces Project
Medium 2) composto de 4 g L' de dextrose, 4 g L™! de extrato de levedura, 10 g L™ de extrato
de malte e 20 g L'! de agar.

Apo6s o preparo do meio, 0 mesmo teve seu pH ajustado para 5,0 com uma solugao de
acido cloridrico (HCI) 2,0 M e, apds ser devidamente distribuidos nos tubos de ensaio, foram
submetidos ao processo de autoclavagem a 121°C por 20 minutos. Posteriormente, os tubos
foram mantidos inclinados em camara de fluxo laminar sob luz UV até que o meio se

solidificasse.

Obtido o meio solido Agar ISP2, com uma alca de platina esterilizada estriou-se sobre

0 meio solido uma amostra de esporos da colonia de 7. minnesotensis previamente isolada.
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Ao final do processo os tubos foram incubados a 28°C por 10 dias e, posteriormente,
conservados em geladeira a 4°C, sendo repicados a cada 30 dias, de modo a garantir a

viabilidade das culturas.

4.2.3. Preparo do indéculo

Inicialmente, preparou-se um volume conhecido de meio liquido ISP2 (International
Streptomyces Project Medium 2) composto de 4 g L' de dextrose, 4 g L™ de extrato de levedura
e 10 g L' de extrato de malte. O mesmo teve seu pH ajustado em 5,0 com solugio de acido

cloridrico 2,0 M, sendo posteriormente autoclavado a 121°C por 20 minutos.

Na sequéncia, foram adicionados aos tubos inclinados (slants) da cultura estoque de
trabalho 7 mL de meio ISP2 esterilizado, sendo a superficie da cultura raspada com alga de

platina esterilizada para desprendimento dos esporos.

A solugdo de esporos obtida foi transferida para um Erlenmeyer de 125 mL esterilizado
e por meio de contagem em Camara de Neubauer (MANACHINI; FORTINA E PARTINI,
1987) verificou-se que a solucdo de esporos apresentava uma concentragio proxima a 10°
esporos mL!. Aliquotas de 7 mL da suspensdo foram, entdo, transferidas para Erlenmeyers de
500 mL contendo 43 mL de meio ISP2 estéril, de modo que a concentracgao final de esporos no

indculo fosse da ordem de 107 esporos mL™".

Os Erlenmeyers foram mantidos em incubador rotativo (New Brunswick Scientific,
modelo C25KC; NOVA ETICA, modelo 430RD) a 250 rpm e 28°C por 24 horas. O

procedimento de preparo do inoculo esta ilustrado na Figura 4.1.
Figura 4.1- Etapas de preparo do indculo.

7mL de meio ISP2

T 7mL solugio —
» IE de esporos ;

]l

Meio ISP2 So|ugéo de esporos Meio ISP2 (43mL)

[Esporos]= 108 esporos mL  [Esporos]= 107esporos/mL Rotagao: 250 rpm

Temperatura: 28°C
Periodo: 24 horas

Fonte: Adaptado de Sousa (2018).

Apo6s a obtengdo do indculo, de modo a dar inicio aos ensaios, teve-se o
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desenvolvimento do processo de inoculag¢do do biorreator, conforme ilustrado na Figura 4.2 a

seguir.

Figura 4.2- Esquema das etapas do processo de inoculagdo dos ensaios conduzidos em

biorreatores.

Indculo
(10% ViVgeator) Suspensao de Inoculo
(10% vivgeator)

Rotacgao: 400 a 800 rpm
Aeragao: 2,0 a 6,0 L min™!
Temperatura: 24°C

Fonte: Acervo pessoal.

Segundo a Figura 4.2, os ensaios desenvolvidos em biorreatores, tiveram seu inicio apos

a inoculagdo da suspenc¢do micelial contida em frasco Mariotte na proporcao de 10% (v/vui
reator) @0 biorreator, ja contendo 90% (V/Vitil reator) de meio de cultura Saboraud (SUDHA et al.,
2017) composto de 20,0 g L' de dextrose e 10,0 g L' de peptona de soja, com pHinicial ajustado

em 5,0 com solucao de HCI1 2,0 M e previamente autoclavado a 121°C por 50 minutos.

4.2.4. Cultivos em biorreatores tipo tanque agitado e aerado
4.2.4.1. Biorreator tanque agitado e aerado de 4 L de volume 1util

Os experimentos em batelada convencional foram conduzidos em biorreator de bancada
tipo tanque agitado e aerado de 4 L de volume ftil (Bioflo 310, New Brunswick Scientific,
EUA). O biorreator de 0,17 m de diametro interno foi equipado com quatro hastes defletoras
(chicanas), um aspersor de aco inoxidavel do tipo anel com didmetro de 0,065 m, contendo
quatro orificios de 0,8 mm de didmetro. Conforme ilustrado na Figura 4.3 a seguir, durante os
cultivos, o oxigénio dissolvido foi monitorado por um sistema composto por um sensor Optico
(InPro 68801, Mettler Toledo) e um transmissor (Transmitter M400, Mettler Toledo) (V). Na
saida do condensador do biorreator (I) foi instalado uma coluna de silica (IT) de modo a retirar
a umidade existente no gas saida. Sequencialmente, a corrente do gas de saida seca, foi entdo
controlada, mediante o emprego de um fluxometro (III), em uma vazdo volumétrica de

aproximadamente 200 mL min™!, de modo a alimentar um analisador de gases (BlueInOneFER,
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BlueSens gas sensor GmbH) (IV), visando o monitoramento online e preciso das fracdes
molares de oxigénio (yo2) € gas carbonico (ycoz2) no gas de saida.

Figura 4.3- Esquema do sistema de analise de gases e monitoramento do oxigénio dissolvido.

Sensor de Oxigénio
Dissolvido (V)

Senso de
Gases (IV)

l J Rotagdo: 400~800 rpm
Aeracgao: 0,5~1,5 vvm

()  Temperatura: 24°C

Coluna de Periodo: 72 horas

Silica (1)

Fluxémetro (1l

Fonte: Acervo pessoal.

A agitacao do sistema foi garantida por meio da utilizagdo combinada, dois a dois, de
trés diferentes tipos de impelidores instalados no eixo do agitador, a saber, uma turbina Rushton
(RT) (Di=0,076 m), que impde um escoamento radial ao fluido e dois impelidores orelha de

elefante de trés laminas (Di=0,080 m) operados nos modos de bombeamento para baixo (EEDP)
e para cima (EEUP) (New Brunswick Scientific, EUA).
Baseado no estudo realizado por Buffo et al. (2016), foram avaliadas trés diferentes

combinagdes de impelidores, conforme ilustrado na Figura 4.4.

Figura 4.4- Esquema das combinacdes de impelidores avaliadas.

2 1 i
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RT-RT EEDP-RT EEDP-EEUP

Fonte: Adaptado de Buffo (2016).
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Visando avaliar os efeitos das variaveis independentes frequéncia de agitagdo (N) e
vazdo especifica de alimentacdo de ar (¢ar), sobre a producao do biocolorante vermelho pelo
fungo filamentoso endofitico 7. minnesotensis, foram realizados para cada combinacao dupla
de impelidores um planejamento fatorial completo de dois niveis (2%) com triplicata do ponto
central (3PC), totalizando trés planejamentos fatoriais 2>+3PC, conforme detalhado na Tabela

4.1.

Tabela 4.1- Planejamento fatorial 2>+3PC para trés diferentes combinagdes de

impelidores.
Variaveis Independentes
Combinacao N Gar
de Cultivo (rpm) (vvm)
Impelidores P

1 400  (-1) 05 (1)
0 400 (-1) 1.5 (+1)
3 800  (+1) 0.5 (-1
RT-RT 4 800 (+1) 1.5 (+1)
5 600  (0) 1.0 (0)
6 600  (0) 1.0 (0)
7 600  (0) 1.0 (0)
8 400 (-1 05 (1)
9 400  (-1) 1.5 (+1)
10 800  (+1) 05 (1)
] 11 800  (+1) 1.5 (+1)
EEDP-RT 12 600  (0) 1.0 (0)
13 600  (0) 1.0 (0)
14 600  (0) 1.0 (0)
15 400  (-1) 0.5 (-1
16 400 (-1 1.5 (+1)
17 800  (+1) 0.5 (-1
] 18 800 (+1) 1.5 (+1)
EEDP-EEUP 19 600  (0) 1.0 (0)
20 600  (0) 1.0 (0)
21 600  (0) 1.0 (0)

Fonte: Acervo pessoal.

Os 21 ensaios foram conduzidos em biorreator de bancada tipo tanque agitado e aerado
de 4 L de volume 1til a 24°C e sem controle de pH, por um periodo de 72 horas, onde conforme
o planejamento fatorial (2>+3PC) desenvolvido, a frequéncia de agitagdo (N) variou entre 400 e

800 rpm e a vazao especifica de alimentacgdo de ar (¢ar) entre 0,5 ¢ 1,5 vvm.
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Aliquotas de 20 mL foram retiradas de 8 em 8 horas durante as primeiras 48 horas de
cultivo e, posteriormente, a cada 12 horas para determinagdes analiticas como pH, concentragao

celular (Cx), concentracao de substrato (Cs), producao de colorante (ABSs00nm), €ntre outros.

Todos os experimentos foram realizados em ordem aleatéria e os resultados obtidos

foram analisados empregando o software Statistica (Statsoft, v. 7).

4.2.5. Variacao de escala do bioprocesso de producio de colorante fungico

Baseado nos ensaios conduzidos em biorreator tanque agitado e aerado de 4 L de volume
util, foi realizado um ensaio em biorreator de bancada tipo tanque agitado e aerado de 10 L de

volume util (Bioflo 310, New Brunswick Scientific, EUA).

Mantendo-se a semelhanga geométrica dos biorreatores de 4 e 10 L de volume til, foi
empregado como critério de variacao de escala a constancia da poténcia no sistema ndo aerado
por unidade de volume de meio no tanque (Po V') e como critério de aeragdo utilizou-se a

velocidade superficial de ar (vs) constante.

O ensaio de variacao de escala foi realizado em duplicata em um biorreator de bancada
tipo tanque agitado e aerado de 10 L de volume util (Bioflo 310, New Brunswick Scientific,
EUA), de 0,21 m de diametro interno, equipado com quatro hastes defletoras (chicanas), um
aspersor de aco inoxidavel do tipo anel com diametro de 0,065 m, contendo quatro orificios de
0,8 mm de didmetro. Durante os cultivos, assim como nos ensaios em biorreator de 4 L de
volume util, o oxigénio dissolvido foi monitorado por um sistema composto por um sensor
optico (InPro 68801, Mettler Toledo) e um transmissor (Transmitter M400, Mettler Toledo). A
agitacdo do sistema se deu por meio da utilizacdo combinada de dois impelidores orelha de
elefante de trés laminas (D; = 0,09m), distanciados cerca de 0,125 m, sendo o impelidor superior
operado direcionando o escoamento para baixo (EEDP), enquanto o impelidor inferior,
localizado a 0,055 m da base do biorreator, foi operado direcionando o escoamento de fluido

para cima (EEUP) (New Brunswick Scientific, EUA).

De forma a minimizar os eventuais efeitos de arraste no decorrer do bioprocesso, foi
alimentado ar saturado ao biorreator, proveniente do borbulhamento de ar seco em um frasco

Schott graduado de 2,0 L contendo agua destilada esterilizada.

O ensaio foi conduzido com frequéncia de agitagao (N) de 555 rpm, vazao especifica de

alimentagdo de ar (¢ar) de 0,51 vvm (5.0 L min™"), a 24°C e sem controle de pH.

De modo a acompanhar o pH, o crescimento celular (Cx), o consumo de substrato (Cs)

e a producdo de colorante (ABSso0nm) no decorrer dos cultivos, aliquotas de cerca de 20 mL
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foram retiradas de 8 em 8 horas durante as primeiras 48 horas de ensaio e, posteriormente, a

cada 12 horas até o término do ensaio caracterizado pela estabiliza¢ao da producao de colorante.

4.2.6. Metodologia analitica

Dentre as determinagdes analiticas, a avaliacdo do pH, a obtengdo da concentragdo
celular (Cx) pelo método de gravimetria, a determinacao da concentragdo de dextrose (Cs) pelo
método de cromatografia liquida de alta eficiéncia e a quantificacdo da producdo de colorante

via leitura da absorbancia (ABSsoonm) se deu em ambas as escalas avaliadas.

As demais analises referentes a reologia do caldo de cultivo e ao balango gasoso do
bioprocesso foram realizadas apenas nos ensaios conduzidos no biorreator de 4 L de volume

util.
4.2.6.1. Determinagdo do pH

As amostras do caldo de cultivo tiveram seu pH aferido por meio de um pHmetro digital

(QX 1500, Qualxtron).

4.2.6.2. Determinagdo da concentragao celular (Cx)

A concentragdo de biomassa fungica foi quantificada mediante o0 método gravimétrico,
onde uma aliquota de caldo de volume conhecido foi filtrada em membrana de nitrato de
celulose de 0,45 um de diametro de poro, previamente seca e pesada. Posteriormente, o material
retido foi submetido a secagem em estufa a 60°C por um periodo de 48 horas. Ao final desse
periodo, o material foi resfriado em um dessecador por 15 min e pesado de modo a obter a
concentracao celular por meio da Equagao 4.1.

Cy = (ME;j naTM i cial (4.1)

Vam)st ra

onde:

Cyx: concentracdo celular (g L™).
Myniciar- Massa da membrana seca (g).
MEing:: Massa da membrana + biomassa apos o processo de secagem (g).

Vamostra: Volume de amostra (L).

O filtrado resultante da etapa de separagao das células foi destinado as analises de teores

de glicose e de biocolorante.
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4.2.6.3. Determinagdo da concentragao de dextrose (Cs)

A concentracao de dextrose foi determinada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE). Inicialmente, uma parcela do sobrenadante do caldo isento de células foi devidamente
diluida em agua ultrapura Milli-Q e, posteriormente, filtrada em microfiltros de nylon 0,22 um

de modo a se dar inicio as injecdes.

De forma a se determinar a concentragdo de dextrose, volumes de 20 pL. de amostra,
diluida e filtrada, foram injetados em um sistema cromatografico (€2695, Waters, EUA),
equipado com um detector de indice de refragao (2414, Waters, EUA) operado a 32°C e uma
coluna Sugar-Pak I (300 x 6,5 mm, 10 um, Waters) mantida a 80°C. Como eluente foi utilizado
4dgua ultrapura a uma vazio de 0,5 mL min™! e solugdes de dextrose anidra P.A (Labsynth) nas

concentragdes entre 0,1 a 25 g L™ foram utilizadas como padrdes.

4.2.6.4. Determinagdo da producao de colorante vermelho (ABSs00nm)

A producdo de biocolorante foi avaliada pela medida da absorbancia do sobrenadante
filtrado considerando o fator de diluigdo de cada amostra. Para medida de absorbancia utilizou-

se o espectrofotdometro-UV (Ultrospec 2100 Pro, Amersham Biosciences).

De modo a se determinar o comprimento de onda correspondente a maxima absorc¢ao
para o colorante vermelho, realizou-se o escaneamento da amostra do caldo de cultivo livre de
células na faixa de 300 a 600 nm. Os resultados obtidos foram expressos em termos de Unidades
de Absorbancia a 500 nm (UA), o que concorda com a maxima absor¢do para colorantes
vermelhos reportados pela literatura (CHATTERIJEE et al., 2009; CHRISTIE, 2001; SINGH et
al., 2015).

4.2.6.5. Andlise reologica

Os parametros reoldgicos indice de consisténcia (K) e indice de comportamento de
escoamento (n) foram estimados pelo modelo da Lei da Poténcia (Equagao 4.2) a partir dos
reogramas obtidos usando um redmetro digital de cilindro concéntrico (LV-DV-II-plus,
Brookfield Engineering Laboratories Inc.) a temperatura de 24°C, controlada através de um

banho termostatizado (TC-650, LV-DV-III-plus, Brookfield Engineering Laboratories Inc.).

T=K- ()" 4.2)
onde:

y: taxa de cisalhamento (s™).
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T: tensao de cisalhamento (Pa).
K: indice de consisténcia (Pa s").

n: indice de comportamento de escoamento (-).

Na andlise reoldgica foram utilizados diferentes volumes de amostras com base nos
spindles empregados (ULA; SC4-18; SC4-27; SC4-31 e SC4-34). Como programagao de
analise para todas as aliquotas, empregou-se uma velocidade inicial de rotagdo do spindle de
250 rpm com decréscimos de 10 rpm a cada 15 s, totalizando cerca de 6 min de analise por
amostra. O emprego de ciclos de curta duragao foi aplicado a fim de minimizar possiveis efeitos

de sedimentagdo e, consequentemente, garantir satisfatoria homogeneiza¢ao das amostras.

4.2.6.6. Parametros hidrodindmicos

Obtidos os parametros reologicos K e n, foram entdo estimados para cada um dos 21
ensaios os seguintes parametros hidrodinamicos: taxa de dissipacdo de energia cinética (¢),
velocidade média de cisalhamento (¥, ), viscosidade aparente (LLq») € microescala de turbuléncia

de Kolmogorov (4x).

4.2.6.6.1. Velocidade média de cisalhamento (y,,) e taxa de dissipagdo de
energia (€)
Inicialmente, para estimativa da velocidade média de cisalhamento (y,,) determinou-se

para cada um dos bioensaios realizados, o consumo de poténcia do sistema gaseificado (Py).

Por meio do emprego do aparato experimental proposto por Corréa et al. (2016) e
utilizando uma solugdo de goma xantana (2,5 g L), foram medidos os valores de forca (F)
necessaria para agitacdo do fluido considerando as trés combinagdes de impelidores (RT-RT,
EEDP-RT e EEDP-EEUP) operados em diferentes condi¢des de agitacao (N) de 400 a 1000

rpm e mantendo-se o sistema isento de aeragao.

Obtidos os valores de forca (F), foram calculados os valores de consumo de poténcia
para o sistema nao gaseificado (Po) pela Equagao 4.3, de acordo com o proposto por Buffo et

al. (2016).
P, =110-F-N (4.3)

onde:

P,: consumo de poténcia do sistema nao gaseificado (W).

F: forga (N).
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N: frequéncia de agitacdo (rpm).

Apos obtidos os valores de consumo de poténcia para os sistemas nao gaseificados (Po)
referentes a cada conjunto de impelidores (RT-RT, EEDP-RT e EEDP-EEUP) e utilizando-se
os resultados de consumo de poténcia (Pg) obtidos por Buffo ef al. (2016) para as mesmas
associagdes de impelidores sob condigdes de agitagdo (N) e aeracdo (¢ar) similares, foram
estimados os coeficientes “c” caracteristicos de cada sistema de impelidores (RT-RT, EEDP-
RT e EEDP-EEUP), conforme descrito pela Equacao 4.4 (MICHEL; MILLER, 1962).

0.45

Po*N-D;® Pg
P,=c- ( - = —— 3= 4.4
g Q056 (Poz'N'Di3>0'45 4.4)
— Q056

onde:

P,;: consumo de poténcia do sistema gaseificado (W).

c: coeficiente referente a Equagao 4.4.

P,y: consumo de poténcia do sistema ndo gaseificado (W).
N: frequéncia de agitacdo (rpm).

D;: didmetro do impelidor (m).

O: vazio de alimentagio de ar (m> s™).

Estimados os valores do coeficiente “c” para cada conjunto de impelidores, foram entao
calculados os consumos de poténcia para os sistemas gaseificados (Pg) pela Equagdo 4.4,
variando-se a frequéncia de agitacdo (N) e a vazdo especifica de alimentacao de ar (¢ar) dentro

da faixa de operacgdo prevista para os cultivos.

Posteriormente, foram estimados os valores da taxa de dissipacdo de energia (¢) e da
velocidade média de cisalhamento () pelas Equagdes 4.5 ¢ 4.6 (PEREZ et al., 2006) para

cada um dos 21 ensaios realizados.

— P
E= V0 (4.5)

(4.6)

1) P_g)(n—ﬂ)

Vi = (K 1%
onde:

e: taxa de dissipacio de energia cinética (W kg™!).
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F,: consumo de poténcia do sistema gaseificado (W).
V: volume de liquido no tanque (L).

p: massa especifica (kg m™).

Ym: velocidade média de cisalhamento (s™).

K: indice de consisténcia (Pa s").

n: indice de comportamento de escoamento (-).

4.2.6.6.2. Viscosidade aparente (uqp)

Definida como a razdo entre a tensao (7,,) € a taxa de cisalhamento média (y,,), a
viscosidade aparente (LLqp) de fluidos ndo-Newtonianos pseudoplasticos, cuja reologia € descrita
pelo modelo da lei da poténcia, foi calculada ao longo dos cultivos pela Equagdo 4.7, uma vez
que caldos de cultivo envolvendo fungos filamentosos com crescimento disperso apresentam

tal comportamento (STANBURY; WHITAKER; HALL, 2017).
Hap ==K Y (4.7)
onde:

Uap: viscosidade aparente (cP).

Tm: tensdo média de cisalhamento (Pa).

Ym: velocidade média de cisalhamento (s™).
K: indice de consisténcia (Pa s").

n: indice de comportamento de escoamento (-).

4.2.6.6.3. Microescala de turbuléncia de Kolmogorov ()

A microescala de turbuléncia de Kolmogorov (4x), caracterizada por descrever o
potencial mecanismo responsavel por danos nas estruturas celulares devido ao efeito do
tamanho do microturbilhdo (LI ef al., 2002), foi também calculada ao longo dos cultivos em
fungdo da viscosidade cinematica (v = Ugqp/p) € da taxa de dissipagdo de energia cinetica (&),

conforme descrito pela Equagdo 4.8 (BUFFO et al., 2016; COLLIGNON et al., 2010).

v3 1/4 Hap® e (K'Ymn_l)s v
=) =(e) - (%) o

onde:
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Ag: microescala de turbuléncia de Kolmogorov (m).
v: viscosidade cinematica (m? s™).

e: taxa de dissipacdo de energia cinética (W kg™').
Uap: Viscosidade aparente (Pa s).

F,: consumo de poténcia do sistema gaseificado (W).
V: volume de liquido no tanque (m?).

p: massa especifica (kg m™).

Ym: velocidade média de cisalhamento (s™).

K: indice de consisténcia (Pa s").

n: indice de comportamento de escoamento (-).

4.2.6.7. Consumo e transferéncia de oxigénio

Por meio do monitoramento continuo das fracdes molares de oxigénio (yo2) € de gés
carbonico (yco2) no gas de saida ao longo de todos os 21 ensaios realizados, foi possivel
quantificar a velocidade global de consumo de oxigénio (Qp,X), o percentual de oxigénio
transferido (O2-1) e o coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (k;a), empregando
o método do balango gasoso de acordo com a metodologia proposta por Badino, Facciotti e
Schmidell (2001).

Primeiramente, determinou-se a velocidade global de consumo de oxigénio (Qp,X) a

partir do balango molar para o oxigénio na fase gasosa (Equacao 4.9):

entrada da

. . sai
Nentrada Y0, ~ Nsaida Yo,
14

Qo,X = (4.9)

onde:

Qo,X: velocidade global de consumo de oxigénio (moloz L™ h™).

Tentrada: Vazao molar de gis na entrada do biorreator (molar L' h!).

yg’;"ada: fragdo molar de oxigénio no gas de entrada (moloz mola ).

Nsgiaq : Vazido molar de gas na saida do biorreator (molys L' h').

sa
Yo,

V: volume de liquido no tanque (L).

ida. fragdo molar de oxigénio no gas de saida (molo> molar™).

A vazao molar de entrada (M.ntrqqq) fO1 monitorada por meio do emprego de um
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fluxdmetro (AALBORG, GFC thermal Mass Flow Controller) e a vazao molar de saida

( Mgqiqaq ) fol calculada a partir do balango molar para o nitrogénio (Equagao 4.10).

. _ 0.79 ﬁentrada
Nsaida = 1—ysaida_ saida
Yo, Yco,

onde:

Nsgiaq : Vazido molar de gas na saida do biorreator (moly L' h).
Nentrada: Vazao molar de gis na entrada do biorreator (mol, L' h'!).

yé?’da: fragdo molar de oxigénio no gas de saida (molo2 moly™).

ygglzda: fracdo molar de gas carbonico no gas de saida (molco» moly™).

(4.10)

Determinada a velocidade global de consumo de oxigénio (Qp,X), foi possivel se

estimar o percentual de oxigénio transferido (Oz-T), segundo a Equacao 4.11.

fot(Q 2X'V)
OZ_T = (Iot( > entrada)) -100

flentrada'J’oz

onde:

0,_r: percentual de oxigénio transferido (%).

Qo,X: velocidade global de consumo de oxigénio (moloz L™ h™).

V: volume de liquido no tanque (L).

Nlentrada: Vazao molar de gis na entrada do biorreator (moly L™ hh).

yg’;"ada: fragdo molar de oxigénio no gas de entrada (moloz mola ™).

4.11)

Posteriormente, o coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (k a) foi

determinado considerando a hipdtese de estado estacionario e empregando o balango molar para

o oxigénio dissolvido, de acordo com a Equacao 4.12:

_ Qo X
c*—C

kia

(4.12)

onde C* ¢ a concentracgao de saturagdo de oxigénio dissolvido na fase liquida em equilibrio com

o ar estimada pela Lei de Henry (Equagdo 4.13) e C corresponde a concentragdo de oxigénio

dissolvido no caldo de cultivo no estado estacionario, determinado pelo produto do percentual

da tensdao de oxigénio dissolvido (Top/100), quantificada pelo sensor optico (InPro 6880i,
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Mettler Toledo), e a concentracdo de saturacdo de oxigénio dissolvido no meio de cultura em

equilibrio com o ar (Cy), segundo a Equagédo 4.14.

¢ = He(Tsistema) Po, = He(Tsistema) . y(s)‘zlzfj)h) " Psistema (4.13)
T *

c=(52)-c o

onde:

C*: concentragdo de saturagdo de oxigénio dissolvido na fase liquida em equilibrio com ar na
fase gasosa (moloz L.

He(r,, .. »: constante de Henry na temperatura de operagdo (moloz L™ atm™).

Po,: pressdo parcial de oxigénio (atm).

saida
on(t:Oh)

: fragdo molar de oxigénio no gés de saida em t = Oh (moloz mola ™).

Psistema: pressao total do sistema (atm).

C: concentragio de oxigénio dissolvido no caldo de cultivo no estado estacionario (moloz L™).
Top: tensdo de oxigénio dissolvido (%).

C,: concentragdo de saturacdo de oxigénio dissolvido no meio de cultura em equilibrio com o

ar antes do inicio do cultivo (moloz2 L.

4.2.6.8. Tempos caracteristicos

Para a identificagdo das etapas limitantes ao longo dos cultivos, foram calculados a partir
das Equagdes 4.15 e 4.16, os tempos caracteristicos referentes a transferéncia (totr) € ao

consumo de oxigénio (tour), similarmente ao realizado por Gomez et al. (2015).

1

tOTR = m (415)

tour = G medio (4.16)
(QOZX)Méxima

onde:

torr: tempo caracteristico referente a transferéncia de oxigénio (h).

(k,a),: valor médio do coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (h™).
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tour: tempo caracteristico referente ao consumo de oxigénio (h).
C* medio: valor médio da concentragdo de saturacdo de oxigénio dissolvido na fase liquida em
equilibrio com ar (moloz L).

(Qo,X)

cultivo (moloa L' h'h).

Mixima: maxima velocidade global de consumo de oxigénio atingida no decorrer do

Foi também estimado o tempo de mistura (tm) através de ensaios em biorreator tanque
agitado e aerado de 4 L de volume util empregando uma solucdo de goma xantana 0,3 % m/m,

de modo a simular o caldo de cultivo.

Um volume de 4 L de solucdo de goma xantana 0,3 % m/m (fluido ndo-Newtoniano) foi
transferida ao biorreator tanque agitado e aerado de 4 L de volume 1til, contendo 4 termopares
acoplados em seu interior para medir a temperatura em diferentes pontos do biorreator. Apods o
preparo do sistema e o ajuste das condicoes de agitagdo (N) e aeracdo (¢ar), simulando o
ambiente o qual se desenvolve o bioprocesso, cerca de 10% (v/v) de solu¢cdo de goma xantana
foram retirados do biorreator e aquecidos em micro-ondas até atingir a temperatura de 70°C.
Posteriormente, a solucdo aquecida foi entdo retornada ao biorreator e, mediante o
acompanhamento da temperatura em 4 diferentes pontos do tanque, obteve-se o tempo
necessario para que a temperatura no interior do biorreator se estabilizasse. O tempo
correspondente ao efeito de mistura (tm) foi o equivalente a 95% do tempo necessario para a

estabilizacdo da temperatura no interior do biorreator.

Ressalta-se que a estimativa do tempo de mistura (tm) foi realizada para os trés conjuntos

de impelidores e sob as 5 condi¢des operacionais avaliadas.

4.2.7. Analise estatistica
4.2.7.1.  Desejabilidade Global

Visando analisar os efeitos das variaveis independentes (associacdo de impelidores e
condigdes de agitacao e aeragdo) sobre as variaveis-resposta principais, quais sejam, produgao
(UA), produtividade (UA h™'), produgio especifica (UA gx!) e produtividade especifica (UA
gx’!' h'!) de colorante, que expressam o desempenho do processo de producdo, empregou-se o
tratamento estatistico proposto por Derringer e Suich (1980), no qual por meio de uma fungao
matematica tem-se a sintetizagdo de vdarias variadveis em uma Unica variavel-resposta

denominada Desejabilidade Global (Dg).

No calculo da Desejabilidade Global (Dg), considerando os 21 ensaios realizados em
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biorreator, uma vez que as varidveis-resposta apresentaram correlacdo entre si, realizou-se
inicialmente o calculo da Desejabilidade Individual (Di) (Equagdo 4.17) de cada variavel-
resposta principal. Objetivando-se maximizar todas as 4 variaveis-resposta e considerando-as
de igual relevancia, empregou-se o peso de cada variavel equivalente a 1. Posteriormente, por
meio da aplicagdo de uma média geométrica sobre os valores obtidos de Desejabilidade
Individual (Dr), estimou-se o valor de Desejabilidade Global (Dg) para os 21 ensaios realizados,

conforme dado pela Equacao 4.18 (DERRINGER; SUICH, 1980):

_ (Ymz—Lm Sm
Diy = (F2) (4.17)
DGZ = T’ rm=1D1(m'z) (418)
onde:

Dim,»): Desejabilidade individual da variavel-resposta m no ensaio z.
m: variavel-resposta.

z: n° do experimento.

V(m,z): valor da variavel resposta m no ensaio z.

Lm: menor valor da variavel resposta m considerando todos os ensaios.
Tm: maior valor da varidvel resposta m considerando todos os ensaios.
sm: peso atribuido a variavel-resposta m.

Dg.: Desejabilidade global correspondente ao ensaio z.

r: quantidade total de tipos de varidveis- resposta.

De posse dos valores de Desejabilidade Global (Dg), que engloba as quatro variaveis-
resposta em uma unica variavel, realizou-se o estudo dos efeitos padronizados das condi¢des
operacionais de processo, via diagrama de Pareto, sobre as 4 varidveis-resposta principais

sintetizadas na variavel resposta Desejabilidade Global (Dg).

4.2.7.2. Analise dos Efeitos Padronizados

Inicialmente, realizou-se uma analise dos efeitos padronizados, os quais sdo
caracterizados pela razao entre o valor do efeito e seu respectivo erro padrdo, sobre os valores
obtidos de Desejabilidade Global (Dg), considerando trés variaveis de processo independentes,

quais sejam, a frequéncia de agitacdao (N), a vazao especifica de alimentacdo de ar (¢ar) € a
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combinac¢do de impelidores (CI). Posteriormente, trés novas andlises de efeitos padronizados
sobre os valores de Desejabilidade Global (Dg) foram realizadas, individualmente, para cada
combinagdo de impelidores (RT-RT; EEDP-RT e EEDP-EEUP), considerando como variaveis
de processo independentes apenas a frequéncia de agitacdo (N) e a vazdo especifica de

alimentagdo de ar (Qar).

Para a realizacdo de todas as analises de efeitos padronizados, expressas via diagrama
de Pareto considerando nivel de significincia de 95%, empregou-se o software Statistica

(Statsoft, v. 7).

4.2.7.3. Correlagdes entre as variaveis-resposta

Por meio da utilizagao do software Statistica (Statsoft, v. 7) e considerando o nivel de
significancia de 95%, avaliou-se a existéncia de correlacdo entre as variaveis-resposta
principais: producio (ABSse0 em UA), produtividade (Pp em UA h™'), producdo especifica
(ABSso0x em UA gx!) e produtividade especifica (Ppx em UA gx! h'!) de biocolorante e as
variaveis-resposta secundarias: velocidade global média de consumo de oxigénio ((Qp,X)y em
mmol O L' h!), percentual de oxigénio transferido (0,_r em %), valor médio do coeficiente
volumétrico de transferéncia de oxigénio ((k,a)y em h''), tensdo minima de oxigénio
dissolvido (Top-win em % C§), valor médio da velocidade média de cisalhamento (y,,,_py em 8
1, valor médio da viscosidade aparente (pap-v em cP), valor médio da taxa de dissipacio de

energia (g5, em W kg!) e o valor médio da microescala de Kolmogorov (Ax_y em pum).

As variaveis-resposta secundarias, no caso consumo médio de oxigénio ((Qp,X)y em
mmol O> L' h'!), coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio médio ((k,a)y em h!),
valor médio da velocidade média de cisalhamento (y,,_y em s™!), viscosidade aparente média
(ugp-m em cP), taxa média de dissipacio de energia (g, em W kg') e o valor médio da
microescala de Kolmogorov (1x_y em pm), foram calculadas com base no teorema da média
considerando o tempo de 0 h até o tempo em que foi alcancada a absorbancia maxima durante

0 bioprocesso.

4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1. Efeitos Padronizados das variaveis agitacdo, aeracio e combinacio de
impelidores sobre o bioprocesso

Conforme o planejamento experimental desenvolvido e considerando como variaveis

de processo independentes a frequéncia de agitacdo (N) , a vazdo especifica de alimentagdo de
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ar (¢ar) € a combinagdo de impelidores (CI), constatou-se por meio da analise de efeitos
padronizados sobre a variavel-resposta Desejabilidade Global (Dg), que as trés variaveis
independentes apresentam estatistica relevancia no desempenho do bioprocesso de producao
do colorante natural vermelho por 7. minnesotensis em biorreator convencional, segundo ilustra

a Figura 4.5.

Figura 4.5- Diagrama de Pareto dos efeitos padronizados ao nivel de significancia de 95%
correspondente as trés variaveis independentes (frequéncia de agitacao (IN), vazao especifica
de alimentagdo de ar (¢ar) € combinagdo de impelidores (CI)) e suas respectivas interacdes
sobre a variavel resposta Desejabilidade Global (Dg) estimada a partir dos 21 ensaios

realizados em biorreator convencional.

Diagrama de Pareto dos Efeitos Padronizados
(Resposta: Desejabilidade Global; a= 0,05; SQ Erro Puro= 0,011; MQ Erro Puro= 0,002)
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Efeitos Padronizados (Valor Absoluto)

O diagrama de Pareto (Figura 4.5), resultante de uma abordagem global do processo de
producao de biocolorante vermelho, ilustra que todas as varidveis principais € suas respectivas
interacdes, com excegdo da interacdo ¢a-CI (6), apresentaram efeitos significativos sobre o

bioprocesso, ao nivel de significancia de 95%.

A significancia obtida para as trés variaveis independentes, corrobora as alternativas a
serem empregadas em cultivos submersos de fungos filamentosos em sua forma dispersa,
visando superar os principais obstaculos encontrados no decorrer destes cultivos. Uma vez
caracterizados por apresentar caldos viscosos e de carater ndo-Newtoniano, as principais

barreiras encontradas estdo relacionadas as transferéncias de massa, calor e quantidade de
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movimento ¢ a homogeneidade da mistura. Essas limitagdes podem possivelmente ser
contornadas mediante ao arranjo balanceado das trés variaveis significativas do processo:
frequéncia de agitacao (N), vazao especifica de alimentacdo de ar (¢ar) € combinagao de

impelidores (CI) (STANBURY; WHITAKER; HALL, 2017).

Ao analisar as magnitudes relativas de cada efeito, verificou-se que as variaveis N (1),
¢ar (2) e a interacdo N-CI (5) compdem 78% dos efeitos positivos e significativos ao
bioprocesso, ao passo que a interacdo N- ¢ar (4) e a variavel CI (3), configuram cerca de 20%
dos efeitos negativos aos quais o bioprocesso pode vir a se encontrar exposto, a depender das

configuragdes operacionais empregadas.

Muito embora a variavel CI (3) se manifeste de forma menos pronunciada quando
comparada as demais variaveis independentes, N e ¢ar, tendo em vista o fato de todos os efeitos
principais apresentarem relevancia estatistica sobre o desempenho do bioprocesso em estudo,
optou-se por realizar para cada combinacdo de impelidores, uma nova andlise dos efeitos
padronizados sobre a variavel resposta Desejabilidade Global (Dg). Visando obter um
conhecimento mais descritivo e detalhado do bioprocesso, na nova analise dos efeitos
padronizados foram considerados como varidveis de processo independentes apenas a
frequéncia de agitacdo (N) e a vazdo especifica de alimentacdo de ar (¢ar), conforme ilustrado

na Figura 4.6.
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Figura 4.6- Diagramas de Pareto dos efeitos padronizados ao nivel de significancia de
95% correspondente as varidveis independentes (frequéncia de agitagdo (N) e vazao
especifica de alimentacao de ar (¢ar)) € suas respectivas interagdes sobre a variavel resposta
Desejabilidade Global (Dg), correspondente as seguintes combinacdes de impelidores: (A)
turbina Rushton (RT-RT), (B) combinagdo hibrida (EEDP-RT) e (C) orelha de elefante de
trés laminas (EEDP-EEUP).

(A) Diagrama de Pareto dos Efeitos Padronizados
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Mediante a nova analise de efeitos padronizados (Figura 4.6) foi observado que para
cada configura¢do de impelidores o sistema tende a responder de forma diferente quanto as
variaveis de processo mais favoraveis. Ao analisar o sistema operado com duas turbinas
Rushton (RT-RT), Figura 4.6A, foi verificado que a vazao especifica de alimentacao de ar (¢ar
- 2) apresenta um efeito significativo sobre o bioprocesso na ordem de 53%, ao passo que,
embora o efeito principal da frequéncia de agitacdao (N - 1) seja estatisticamente insignificante
para esta configuracdo de impelidores, a interagdo N - ¢ar (3) confere um efeito significativo de
30%. Desta forma, segundo a analise de efeitos padronizados para o sistema constituido de dois
impelidores Rushton (RT-RT), a producdo de biocolorante por 7. minnesotensis tende a ser
favorecida quando o biorreator € operado a altos niveis de vazao especifica de alimentagdo de

ar (¢ar) e baixas frequéncias de agitagao (N).

A geometria do impelidor turbina Rushton ¢ caracterizada por contribuir na geragao de
regioes de alta turbuléncia e consequentemente elevado cisalhamento préximas as pas do
impelidor, favorecendo a efetiva fragmentacdo das bolhas de ar e na dispersao gas-liquido
(KADIC; HEINDEL 2010). Entretanto, quando empregada sob alta frequéncia de agitagdo (N)
e baixa vazao especifica de alimentagdo de ar (¢ar) em caldos de cultivo que tendem a adquirir
expressiva viscosidade no decorrer do bioprocesso, o escoamento do caldo do impelidor a
parede do tanque, torna-se comprometido devido a redugdo da transferéncia de quantidade de
movimento. Essa limitagdo contribui para uma altera¢do das zonas de mistura, acarretando no
surgimento ou aumento de zonas de misturas pobres, onde os processos de transferéncia tendem
a ser prejudicados, resultando em uma baixa eficiéncia do bioprocesso como um todo
(BANDAIPHET; PRASERTSAN, 2006; KADIC; HEINDEL, 2010). Somado a isto, o
emprego do conjunto de turbinas Rushton (RT-RT) operado com altos niveis de vazao
especifica de alimentacdo de ar (¢ar) € frequéncia de agitagdo (N), pode vir a resultar no
fendmeno de inundacao (flooding). Nesse fendmeno, a baixa eficiéncia de dispersao das bolhas
de gas no biorreator resulta em um acimulo das mesmas na regido proxima as pas do impelidor,
levando o conjunto de impelidores a rotacionarem eventualmente em bolsdes de ar (KADIC;
HEINDEL, 2010; STANBURY; WHITAKER; HALL, 2017) sem efetiva transferéncia de

quantidade de movimento e promocgao de mistura.

Dessa forma, a variacdo da viscosidade aparente no decorrer do cultivo, tende a ser
determinante no desempenho operacional das turbinas Rushton. Caldos de cultivo em que a
viscosidade aparente tende a ser baixa, as turbinas Rushton quando operadas com os altos niveis

de vazao especifica de alimentacao de ar (¢ar) € frequéncia de agitagcdo (N), tendem a beneficiar
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a transferéncia de oxigénio no biorreator, conforme observado por Buffo ez al. (2016). Os
autores ao empregarem o conjunto de impelidores turbinas Rushton (RT-RT) sobre uma solugao
de goma xantana 2,5% m/v (fluido ndo-Newtoniano), com faixas de viscosidade aparente da
ordem de 1,8 a 3,0 cP, variando a frequéncia de agitagao (N) de 600 a 1000 rpm e a vazao
especifica de alimentagdo de ar (¢ar) de 0,4 a 1,2 vvm, verificaram um aumento de cerca de 2
vezes no coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (kra). Isso demonstra que fluidos
nao-Newtonianos com baixa viscosidade aparente tendem a ter os fendmenos de transferéncia
favorecidos sob altos niveis de vazao especifica de ar (¢ar) € frequéncia de agitacdao (N) diante

de um escoamento radial.

Entretanto, a medida em que se tem um aumento expressivo da viscosidade aparente dos
caldos de cultivo, conforme o presente trabalho (29,6 < pap (cP) <113,7 cP), embora a geometria
do impelidor seja favoravel aos fendomenos de transferéncia, a viscosidade aparente passa a
afetar a eficiéncia dos impelidores turbina Rushton. Assim, a medida em que se tem caldos mais
viscosos, o emprego de altos niveis de frequéncia de agitacdo (N) e vazdo especifica de
alimentacdo de ar (¢ar), no geral, tende a desfavorecer a produgdo de alguns biocompostos. Esse
resultado encontra-se de acordo com o observado por Kim et al. (2002) e Bandaiphet e
Prasertsan (2006). Os autores avaliaram em biorreator convencional tipo tanque agitado e
aerado a produgao do pigmento Monascus pelo fungo Monascus sp. JI10I e do
exopolissacarideo pela bactéria Enterobacter cloacae WD?7, respectivamente, sob diferentes
condi¢cdes de operacao, e verificaram que o aumento da frequéncia de agitacdo (N) resultou em

uma baixa eficiéncia de produgdo de ambos os biocompostos.

Sendo assim, o eventual favorecimento do processo de producdo de biocolorante pelo
fungo filamentoso 7. minnesotensis, quando empregada a combinag¢ao de duas turbinas Rushton
sob elevados niveis de ¢ar associados a baixos niveis N, corrobora as alternativas operacionais
adotadas por outros bioprocessos, visando obter uma elevada eficiéncia de producdo de

biocompostos em caldos de cultivo com alta viscosidade.

Combinagdes de impelidores de geometria diferentes, os quais possuem a caracteristicas
de conferir um escoamento misto (radial e axial) ao fluido, apresentam-se como uma alternativa
aos bioprocessos a depender das condigdes operacionais, visto que a somatdria das possiveis
contribui¢cdes resultantes da geometria de cada impelidor pode afetar positivamente o

desempenho do bioprocesso (KADIC; HEINDEL, 2010).

Neste contexto, ao realizar-se a analise dos efeitos padronizados sobre a variavel

resposta Desejabilidade Global (Dg) para o sistema operado com uma combinagdo hibrida de
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impelidores (EEDP-RT), verificou-se conforme ilustrado pela Figura 4.6B que o bioprocesso
tende a ser beneficiado sob altos valores de vazio especifica de alimentagdo de ar (¢ar) € de
frequéncia de agitacdo (N), uma vez que ambas varidveis independentes contabilizam 84% de

interferéncia significativa sobre o processo de sintese do biocolorante vermelho.

O impelidor orelha de elefante EEDP ¢ caracterizado por conferir um escoamento misto
(axial para baixo e radial) ao fluido (KRESTA; BRODKEY, 2004), o que tende a contribuir
para um melhor efeito de mistura. Essa caracteristica somada as apresentadas pelo impelidor
turbina Rushton, justificam o resultado favoravel ao desempenho do bioprocesso mediante o
emprego do conjunto hibrido (EEDP-RT) sob altos niveis de ¢ar € N. Os elevados niveis de
vazao especifica de alimentacdo de ar (¢ar) contribui para uma melhor eficiéncia do impelidor
Rushton (RT) que atua na fragmentacdo, gerando bolhas de menor diametro e melhorando a
dispersao de gés na fase liquida. A operacdo sob elevada frequéncia de agitacao (N) favorece
um melhor desempenho do impelidor orelha de elefante com bombeamento para baixo (EEDP),
uma vez que a geometria do impelidor e seu tipo caracteristico de escoamento aprimoram a
mistura no biorreator (PUTHLI; RATHOD; PANDIT, 2005). Portanto, o somatorio das
propriedades de ambos os impelidores tende a favorecer a dispersdo e os fendmenos de

transferéncia envolvidos no bioprocesso.

Embora o conjunto hibrido apresente diversas contribuigdes, alguns estudos sugerem
que, a depender da escala de processo e da viscosidade aparente do caldo de cultivo, o cultivo
pode requerer uma mistura axial superior a contribuicdo que a turbina Rushton pode vir a
oferecer (BOUAIFL; ROUSTAN, 2001; FUJASOVA et al. 2007; KADIC; HEINDEL, 2010).
Logo, sistemas compostos por dois impelidores de escoamento misto, como ¢ o caso do
conjunto de impelidores tipo orelha de elefante com bombeamentos para baixo e para cima
(EEDP-EEUP) avaliado neste trabalho, acabam por se tornar mais vantajoso neste cendrio, visto

seu melhor desempenho em termos de mistura imposto ao bioprocesso.

Conforme a andlise de efeitos padronizados sobre a Desejabilidade Global (Dg)
mostrado na Figura 4.6C, quando empregado o sistema operado com dois impelidores orelhas
de elefante com bombeamentos para baixo e para cima (EEDP-EEUP), apenas a frequéncia de
agitacdo (N) se configurou como uma varidvel operacional com efeito estatisticamente
significativo sobre o bioprocesso na ordem de 74%. Quando operada a altos niveis de frequéncia
de agitacdo (N), o bioprocesso tende a apresentar um melhor desempenho em termos de
producao e produtividade de biocolorante. A relevancia desta variavel independente sobre o

bioprocesso pode ser justificada pelo fato de que o escoamento misto imposto pela configuracao
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e a geometria dos impelidores empregados sob altos valores de N e de ¢ar tende a conferir uma
melhor homogeneizacdo do caldo. Isso contribui para que os processos de transferéncia, como
o de oxigénio da fase gasosa para a liquida, se desenvolvam de forma satisfatéria, conforme
ilustrado na Figura 4.7, ou mais especificamente na Figura 4.7C, onde pode-se observar que
baixos niveis de frequéncia de agitagdo (N) quando empregado o sistema EEDP-EEUP tendem
a levar a uma limitacdo do bioprocesso ocasionada pela baixa eficiéncia da dispersdo gas-
liquido, caracterizado pelo elevado valor do tempo de transferéncia de oxigénio da fase gasosa

para fase liquida (totr).

Figura 4.7- Tempos caracteristicos (totr, tour € tm) correspondentes as respectivas
combinagdes de impelidores: (A) turbina Rushton (RT-RT), (B) combina¢ao hibrida (EEDP-
RT) e (C) orelha de elefante (EEDP-EEUP).
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A andlise dos tempos caracteristicos, conforme ilustrado pela Figura 4.7, permite uma
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melhor compreensao de quais possiveis fendmenos podem estar limitando o bioprocesso como
um todo, partindo da premissa que o fendmeno que apresentar um maior tempo caracteristico

tende a ser a etapa controladora do bioprocesso (GOMEZ et al., 2015).

Diante dos resultados obtidos verificou-se que, independentemente do conjunto de
impelidores empregados, o tempo caracteristico referente ao consumo de oxigénio (tour), que
se manteve no intervalo de 46,1 a 137,3 s, se mostrou em todas as condi¢cdes operacionais
avaliadas superior ao tempo de mistura (tm), onde a faixa de variag@o foi da ordem de 8,10 a
20,3 s, 0 que demonstra que de modo geral, durante o bioprocesso, a mistura foi eficiente em

praticamente todas as condi¢des avaliadas.

Com relacdao a combinacao de impelidores RT-RT, observou-se que em todas as
condigdes de operacao avaliadas, torr foi inferior a tour, indicando que quando utilizada essa
associa¢do a transferéncia de oxigénio ocorreu de forma eficiente, o que corrobora a literatura
que atesta ser a turbina Rushton adequada para promover uma eficaz transferéncia de oxigénio
(MCFARLANE; NIENOW, 1995). Nos sistemas de escoamento misto observou-se que, para o
sistema EEDP-RT operado a 400 rpm e 0,5 vvm, assim como para o sistema EEDP-EEUP
operado a 400 rpm e independentemente da aeracdo, o torr apresentou valores proximos e até
superiores a tour 0 que indica nesses casos a limitacdo do bioprocesso pela transferéncia de
massa de oxigénio, como observado em trabalhos da literatura relacionados com a produgao de

outros biocompostos (GOMEZ et al., 2015; POLLARD et al., 2007).

Sendo assim, as analises de tempos caracteristicos e dos efeitos padronizados sobre a
Desejabilidade Global (DG) encontram-se em concordancia, visto que para o sistema RT-RT,
segundo a andlise de efeitos a operacao do sistema sob baixos valores de N e ¢, tenderia a levar
a um desempenho insatisfatério do sistema, o que se demonstrou pelo elevado valor do tempo
caracteristico relativo ao consumo de oxigénio (137,3 s). No sistema hibrido (EEDP-RT), o
maior tempo caracteristico de 113,7 s, correspondente a transferéncia de oxigénio (totr), foi
obtido a 400 rpm e 0,5 vvm, o que segundo a analise de efeitos padronizados, configura-se para
o sistema EEDP-RT como uma das condi¢des mais desfavoraveis ao bioprocesso. Por fim, para
o sistema constituido por dois impelidores orelhas de elefante (EEDP-EEUP), as duas unicas
condigdes nas quais a transferéncia de oxigénio se apresentou como limitante do bioprocesso,
foram as condi¢des onde o sistema foi operado sob a menor condi¢do de agitagdo (400 rpm).
Essas condi¢des resultaram num baixo desempenho do bioprocesso como um todo, conforme
ilustrado pela Figura 4.8, onde os menores valores de Desejabilidade Global (DG) para o

sistema EEDP-EEUP a 400 rpm foram iguais a 107 (0,5 vvm) e 22,4 (1,5 vvm), 0 que expressa
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a nula ou inexpressiva sintese do biocolorante vermelho.

Figura 4.8- Valores de Desejabilidade Global (DG) correspondente as combinagdes de
impelidores RT-RT, EEDP-RT e EEDP-EEUP, operados sob diferentes condi¢des de agitacao

(N em rpm) e de aeragao (¢par em vvm).
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As mais expressivas produgdes e produtividades de biocolorante por 7. minnesotensis
para cada conjunto de impelidores ocorreram nas seguintes condi¢des: 400 rpm - 1,5 vvm (RT-
RT), 800 rpm - 1,5 vvm (EEDP-RT) e 600 rpm - 1,0 vvim (EEDP-EEUP), condig¢des estas que

reforgam a analise de efeitos padronizados.

Dentre as melhores configuracdes e condi¢des de processo, o sistema constituido pela
combinagdo de impelidores orelhas de elefante com escoamento para baixo e para cima (EEDP-
EEUP) operado a 600 rpm e 1,0 vvm mostrou-se como o mais favoravel ao bioprocesso de
produgdo do colorante vermelho. De acordo com a Figura 4.8, esta configuragdo apresentou um
percentual de chances de maximizar as varidveis-resposta principais relacionadas a produgao e
produtividade do biocolorante vermelho de 95,2%, sendo que as demais configuracdes
apresentaram percentuais para maximizacdo de 81,7% (RT-RT) e 88% (EEDP-RT),

respectivamente.

A Figura 4.9 ilustra uma comparagdo entre os valores das quatro variaveis-resposta
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principais obtidas nos cultivos que apresentaram os maiores valores de Desejabilidade Global
(Da).

Figura 4.9- Analise comparativa dos melhores ensaios para cada combinagao de
impelidores referente as quatro variaveis-respostas principais: A) produgao (ABSso0 em UA),
B) produtividade (PP em UA h!), C) producio especifica (ABSsoox em UA gx') e D)
produtividade especifica (Ppx em UA gx' h!).
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Com base nos resultados ilustrados na Figura 4.9, verificou-se que como as
concentracoes celulares em todos os ensaios alcangcaram valores proximos, na faixa de 8,2 a 8,7
gx L! (dados ndo mostrados), os valores de produgio e produtividade especificas (Figuras 4.9C
e 4.9D), respectivamente, apresentaram comportamentos semelhantes aos da produgdo e
produtividade em todos os cultivos. Além disso, com relagdo a producao (UA) e produtividade
(UA h') (Figuras 4.9A e 4.9B), observou-se que as trés diferentes configuragdes alcangaram
resultados expressivos e similares, o que demonstram a versatilidade e estabilidade do

microrganismo nos mais variados sistemas e condigdes operacionais empregados.

No entanto, ao realizar-se uma analise mais restrita em termos de produgao absoluta
(UA), tém-se que a configura¢do de impelidores orelha de elefante com escoamento para baixo

e para cima (EEDP-EEUP) operada a 600 rpm e 1,0 vvm resultou em valores até 15%
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superiores, quando comparado as demais configura¢des estudadas, o que corrobora os

resultados de Desejabilidade Global (Figura 4.8).

Portanto, assim como observado por Buffo et al. (2016), a combinacao de impelidores
EEDP-EEUP apresenta-se como uma configuracao promissora que, quando operada a 600 rpm
e 1,0 vvim, gera um expressivo desempenho do bioprocesso de sintese do colorante natural pela

linhagem 7. minnesotensis.

4.3.2. Correlacoes existentes no bioprocesso de producio de colorante natural
vermelho

Buscando uma maior compreensdo do bioprocesso de producdo do colorante natural
vermelho por 7. minnesotensis, ao realizar a analise de correlacdo entre as variaveis-resposta
principais (R1 a R4) e as varidveis-resposta secundarias (R5-R12), ao nivel de significancia de
95%, observou-se que, independentemente do conjunto de impelidores empregado, varidveis
secundarias relacionadas tanto a transferéncia de oxigénio (R6 e R8) quanto a hidrodindmica
do processo (R10 e R12) apresentaram correlacdes validas e significativas com as quatro

variaveis-resposta principais (R1-R4), conforme descrito na Tabela 4.2.
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Tabela 4.2- Estimativa dos coeficientes de correlagio, ao nivel de confianca de 5%,
entre as variaveis-resposta principais (producdo, R1; produtividade, R2; produgao especifica,
R3 e produtividade especifica, R4) e as variaveis-resposta secundarias (velocidade global
média de consumo de oxigénio, RS; percentual de oxigénio transferido, R6; coeficiente
volumétrico de transferéncia de oxigénio médio, R7; tensdo minima de oxigénio dissolvido,
R8; valor médio da velocidade média de cisalhamento, R9; viscosidade aparente média, R10;

valor médio da taxa de dissipacao de energia, R11 e microescala de Kolmogorov média,

R12).
R1 R2 R3 R4
ABSso0nm VaI:0r P Vzgor ABSs00nm/x Va;m' Prx Va;or
R5 (Qu:X)m -0,059 0,799 -0,025 0914  -0,064 0,783 -0,028 0,905
R6  Oxr  -0,495 0,023 -0493 0,023  -0,474 0,030 -0,465 0,034

R7  (kva)m 0,387 0,083 0,390 0,080 0,391 0,080 0,403 0,070

R12 Ax_m -0,599 0,004 -0,593 0,005 -0,628 0,002 -0,629 0,002

*valo p: probabilidade de significancia.

Fonte: Acervo pessoal.

Ao se analisar o primeiro bloco das variaveis-resposta secundarias relacionadas a
transferéncia de oxigénio (R5-R8), observou-se que dentre essas apenas as variaveis percentual
de oxigénio transferido (O,_; - R6) e tensdo minima de oxigénio dissolvido (Top-min - R8)
apresentaram correlagdes validas com as quatro varidveis-resposta principais producao (ABSsoo
- R1), produtividade (Pp - R2), producdo especifica (ABSsoo/x - R3) e produtividade especifica
(Pp/x - R4), dado que os p-valores foram abaixo de 0,05, variando de 0,023 a 0,037.

A variavel percentual de oxigénio transferido (O,_r - R6) demonstrou apresentar uma
relacdo inversa com as varidveis-resposta principais (R1 a R4), ou seja, os melhores resultados
em termos de producdo e produtividade do biocolorante tendem a ser garantidos quando o
percentual de oxigénio transferido (0O,_ - R6) € baixo, conforme ilustrado nas Figuras de 4.10A

a4.10C.
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Figura 4.10- Perfil da relagdo obtida entre a variavel-resposta primaria produgao
(ABSs00 - R1) e as variaveis-resposta secundarias: o percentual de oxigénio transferido (Oz-t -
R6) para as trés combinagdes de impelidores estudadas: (A) turbina Rushton (RT-RT), (B)
combinagao hibrida (EEDP-RT) e (C) orelha de elefante de trés 1aminas (EEDP-EEUP); e o
oxigénio dissolvido minimo (Top-min — R8) para as trés combinacdes de impelidores
estudadas: (D) turbina Rushton (RT-RT), (E) combinagdo hibrida (EEDP-RT) e (F) orelha de
elefante de trés laminas (EEDP-EEUP).
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A variavel percentual de oxigénio transferido (O,_r - R6) ¢ dado pela relagdo entre a

quantidade média de oxigénio consumido e a quantidade de oxigénio fornecido. Uma vez que
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o consumo de oxigénio foi similar nos 21 cultivos, variando de 3,31 a 10,08 mmolo L' h!, os
cultivos em que a vazdo especifica de ar (¢ar) foi superior a 0,5 vvm tenderam a apresentar
melhores resultados em termos de produg¢dao e produtividade do biocolorante vermelho,
independentemente da combinagdo de impelidores, podendo ser até 80 vezes maior em temos
de quantidade de biocolorante sintetizado (ABSso0 - R1) quando comparado aos ensaios em que
a vazao especifica de ar (¢ar) foi de 0,5 vvm. Tal resultado deve-se provavelmente ao fato que
vazoes especificas de alimentagdo de ar superiores a 0,5 vvm tendem a contribuir tanto no
padrao de mistura e homogeneidade do caldo, afetando, por conseguinte os fendmenos de

transferéncia (STANBURY; WHITAKER; HALL, 2017).

Ao se analisar a variavel secundaria tensao minima de oxigénio dissolvido (Top-min - R8)
que, dentre as variaveis-resposta secundarias associadas a transferéncia de oxigénio, também
apresentou correlagcdes validas com as quatro variaveis-resposta principais (R1 a R4), foi
verificado com base na Tabela 4.2 que a relagao existente entre a variavel resposta Top-win (R8)
€ as quatro variaveis-resposta principais ocorre de forma direta, o que demonstra que a sintese
de biocolorante tende a ser favorecida mediante a niveis satisfatorios de concentragdo de

oxigenio dissolvido no caldo de cultivo.

Com base nas Figuras 4.10D a 4.10F verificou-se que para as trés combinagdes de
impelidores (CI), a correlacdo direta se manteve. Para a combinagdo RT-RT que impde um
escoamento radial (Figura 4.10D), observou-se que mesmo para a melhor condi¢do de
producdo, a tensdo minima de oxigénio dissolvido (Top-min) S€ manteve na faixa de 6%, cerca
de 4 vezes superior a condicdo de menor producdo. Quando empregadas as associagdes de
impelidores que impdem um escoamento misto ao caldo, quais sejam EEDP-RT e EEDP-
EEUP, a Top-min foi entre 10 a 20 vezes superior ao nivel minimo atingido nos cultivos em que

se observou as menores producdes de biocolorante (Figuras 4.10E e 4.10F).

Ao se comparar as melhores condi¢des para cada um dos trés conjuntos de impelidores
(CI), ressalta-se que a tensdo minima de oxigénio dissolvido (Top-min) para as combinagdes
caracterizadas por conferir um escoamento misto foi de 84,1% (EEDP-RT) e 30,5% (EEDP-
EEUP), ao passo que para o conjunto de turbinas Rushton (RT-RT), carcaterizado por impor
um escoamento radial unidirecional, a Top-min fo1 de 5,6%. Tal diferenga contribuiu para que as
producdes quando utilizadas as combinagdes EEDP-RT e EEDP-EEUP fossem entre 10 a 15%
superiores 2 maxima produgdo obtida empregando-se a combinacdo RT-RT. Essa relagao
também foi observada por Mohamed et al. (2012) na sintese de um pigmento vermelho pelo

fungo Monascus purpureus FTC 5391 utilizando um impelidor de fita helicoidal de escoamento
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axial. Na condi¢do de agitacdo e aera¢ao de 250 rpm e 1,36 vvm, os autores observaram que o
nivel de Top-min foi sustentado acima de 40% da saturagdo, ao passo que empregando-se dois
impelidores turbina Rushton (600 rpm e 1,36 vvm) a Top-min reduziu a valores proximos de 0%
da saturacdo. Isso contribui para que a producdo de colorante obtida fosse cerca de 52% menor
quando utilizado o sistema com turbinas Rushton em comparagao ao sistema com o impelidor
fita helicoidal. Tal diferenga na tensdo minima de oxigénio dissolvido (Top-min) Observada entre
os sistemas de escoamentos radial e misto (axial/radial) resulta das contribui¢gdes conferidas por
cada geometria de impelidor ao bioprocesso, melhorando a homogeneizagdo do meio e

promovendo uma mistura eficaz de nutrientes e uma adequada transferéncia de oxigénio.

Na sequéncia foram analisadas as correlagdes sobre as variaveis principais (R1-R4) do
segundo bloco de varidveis-resposta secunddrias, que expressam as caracteristicas
hidrodinamicas do bioprocesso. Verificou-se que as varidveis viscosidade aparente média ([iqp-
M - R10) e microescala de Kolmogorov média (Ax_p) apresentaram correlagdes validas e uma

relagdo inversa com as quatro varidveis-resposta principais (R1 a R4).

A viscosidade aparente média (pLqp-m - R10), muitas vezes expressiva em cultivos de
microrganismos filamentosos com crescimento na forma dispersa, caracterizados por gerarem
caldos de cultivo ndo-Newtonianos pseudoplésticos (STANBURY; WHITAKER; HALL,
2017), se configura como uma variavel a ser monitorada e, se possivel, controlada nos
bioprocessos, visto sua eventual interferéncia sobre a efetiva manutencao da homogeneidade
do sistema, bem como sobre os fendmenos de transferéncia de quantidade de movimento, calor
e massa (GIBBS; SEVIOUR; SCHMID, 2000). Significantes impactos sobre o bioprocesso
podem ser ocasionados pela viscosidade aparente, como a distribuicdo deficiente e o aumento
da coalescéncia das bolhas de ar, a reduc@o da taxa de transferéncia de oxigénio e o surgimento
de zonas de estagnacao (GIBBS; SEVIOUR; SCHMID, 2000; STANBURY; WHITAKER;
HALL, 2017).

Diante dos potenciais impactos da elevada viscosidade aparente apresentada por muitos
cultivos empregando microrganismos filamentosos com perfil morfoldgico disperso, estratégias
vinculadas ao controle da concentracdo ou morfologia da biomassa, por meio de diferentes
configuragdes operacionais e/ou condigdes fisico-quimicas, tém sido propostas visando obter
caldos menos viscosos, dado que a sintese de diversos biocompostos, dentre eles os
biocolorantes, tende a ser favorecida em caldos de cultivo menos viscosos (KIM et al., 2002;
YANG et al., 2020). Ahn et al. (2006) avaliaram a estratégia de cultivo a baixas temperaturas

como alternativa para modificagdes morfologicas e, consequente reducdo da viscosidade do
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caldo. Os autores verificaram que a sintese de biocolorante pelo fungo Monascus sp. J101 a
25°C, em que o caldo apresentou uma baixa viscosidade aparente entre 10 e 50 cP, chegou a
ser cerca de 8 vezes superior a obtida em cultivo conduzido a 30°C, no qual a viscosidade

aparente variou entre 120 e 200 cP.

Dessa forma, a relagao obtida no atual estudo empregando o fungo filamentoso 7.
minnesotensis, onde a producao/produtividade de biocolorante (R1-R4) tende a ser favorecida
em caldos menos viscosos ([ap-M - R10), encontra-se de acordo com resultados reportados pela
literatura para outros microrganismos filamentosos. Ressalta-se ainda que as maiores produgdes
de biocolorantes, independentemente do conjunto de impelidores utilizado, foram obtidas em

caldos com pgp-m na faixa de 50 a 70 cP.

A microescala de Kolmogorov média (1x_y — R12), definida na teoria da turbuléncia
isotropica de Kolmogorov (KOLMOGOROV, 1941; KOLMOGOROYV, 1991), caracteriza o
tamanho dos microturbilhdes gerados no interior do caldo de cultivo e permite a avaliagdo da
intensidade de interacdo célula-turbilhdo e suas eventuais consequéncias a estrutura micelial

(SHAMLOU et al., 1994).

Semelhante a relacdo observada entre a viscosidade aparente média (pap-m - R10) € as
variaveis-resposta principais (R1- R4), a variavel-resposta secunddria microescala de
Kolmogorov média (Ax_p — R12) apresentou uma elevada e valida correlagdo (0,002<p<0,005)
com as variaveis-resposta principais (R1- R4). Além disso, a relacao obtida entre a Ax_p (R12)
e variaveis-resposta principais (R1- R4), segundo a Tabela 4.2, configura-se como uma relagao
inversa, onde quanto menores os microturbilhdes, mais a produgdo do biocolorante ¢é

favorecida.

Embora as maiores quantidades de biocolorante tenham sido obtidas sob baixos valores
de microescala de Kolmogorov média (Ax_p — R12) quando comparado aos cultivos em que se
observou menor sintese do biocomposto, os valores obtidos de Ax_y;, no geral, foram elevados
(Tabela 4.3) considerando cultivos empregando fungos filamentosos com perfil morfologico
disperso, tendo em vista que o comprimento médio das hifas principais de micélios filamentosos
dispersos tende a ser superior a 100 um (CUI; VAN DER LANS; LUYBEN, 1997; SERRANO-
CARREON et al., 2015). Portanto, para que os microturbilhdes apresentem efeitos
hidrodinamicos sobre os micélios faz-se necessario que os valores de Ax_p sejam iguais ou
inferiores a 100 um, caso contrario, as células serdo conduzidas pelos microturbilhdes sem

efetivas alteragdes estruturais (SERRANO-CARREON et al., 2015).
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Tabela 4.3- Faixa de variagdo das varidveis-resposta para as combinacdes de
impelidores RT-RT, EEDP-RT e EEDP-EEUP nas faixas de operagdo avaliadas, 400 <N
(rpm) <800 € 0,5 <¢ar (vvm) <1,5.

RT-RT EEDP-RT EEDP-EEUP
R1 ABSso0 (UA) 29,11 - 39,40 1,21 — 43,47 0,6 — 45,30
R2 Pr (UA h) 0,40 — 0,55 0,02 — 0,67 0,01 — 0,63
R3  ABSswx(UA g 3,49 — 4,87 0,11-5,11 0,06 — 5,75
R4  Ppx(UAg ' h') 0,05 0,07 0,00 — 0,08 0,00 — 0,08
R5  (Qo2X)m(molo; L) 0,29 — 0,47 0,37-0,73 0,33-0,51
R6 021 (%) 0,06 — 2,08 0,94 — 2,22 0,59 — 2,41
R7 (kea)m (h) 66,71-391,01 31,67 - 605,54 45,48 — 197,38
R8  Topmin(% Csaragio) 1,30 — 76,50 5,00 — 84,14 1,90 — 59,70
R9 Ve 5 194,82 -709.25  142,20-514,86 128,09 573,23

R10 Lap-M (cP) 29,62 — 59,39 32,75 - 113,65 34,46 — 112,03
R11 ey (W Kg™) 0,83 — 7,35 0,53 —4,10 0,55 5,59
R12 Ag_u (um) 258,38 - 638,02 311,63—1239,30 295,52 — 1009,41

Fonte: Acervo pessoal.

De acordo com os resultados mostrados na Tabela 4.3, os valores de 1 _y se apresentam
superiores a 250 um, independentemente do conjunto de impelidores utilizado, o que demonstra

uma baixa interacao célula-turbilhao.

Finalizando, embora algumas variaveis secundarias ndo tenham apresentado correlagao
com as variaveis-resposta principais (R1 a R4), as correlagdes obtidas entre as variaveis R6
(021 (%)), R8 (Top-min (% Csawragio)), R10 (Hap-m (cP)) € R12 (Ag_pm (um)) demonstram as
influéncias significativas da transferéncia de oxigénio e da hidrodinamica no desempenho do

bioprocesso de produgdo do colorante vermelho pelo fungo filamentoso 7. minnesotensis.

4.3.3. Escalonamento do bioprocesso

Diante dos resultados obtidos em biorreator tipo tanque agitado e aerado de 4 L de
volume util foi realizado o escalonamento do bioprocesso por meio do emprego de critérios de
variacdo de escala e de aeragdo, visando avaliar o desempenho do bioprocesso em uma escala

maior.
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Conforme a abordagem realizada na secdo 4.3.2 para os ensaios conduzidos em
biorreator tipo tanque agitado e aerado de 4 L de volume util, a varidvel microescala de
turbuléncia de Kolmogorov média (Ax_y — R12) apresentou, dentre um conjunto de 8 variaveis
secundarias relacionadas tanto com a transferéncia de oxigénio quanto com a hidrodinamica do
bioprocesso, uma melhor correlagdao com a sintese de colorante fingico. A varidvel microescala
de Kolmogorov ¢ caracterizada por relacionar as caracteristicas reoldgicas do caldo com os
efeitos hidrodindmicos do bioprocesso. Logo, pode-se inferir que as propriedades
hidrodinamicas tendem a apresentar maior relevancia sobre o desempenho do bioprocesso em

estudo em relagdo a transferéncia de oxigénio.

Diante disto, sendo a varidvel microescala de Kolmogorov uma fun¢do da razao
poténcia por unidade de volume no sistema nfio aerado (Po V'), conforme dado pela Equagio
4.19, e tendo em vista a semelhanca geométrica dos sistemas de biorreatores tipo tanque agitado
e aerado de 4 e 10 L de volume 1til, optou-se por empregar como critério de aumento de escala
a constancia da poténcia por unidade de volume no sistema nio aerado (Po V'), critério este
que se apresenta como fun¢ao da frequéncia de agitagcdo (N) e do diametro do impelidor (Di),

conforme descrito pela Equacao 4.20 (BADINO; SCHMIDELL, 2021b).

n—1, 3\ /4
(POZ-N-Di3 045\ n+1
“\ T 056 )
K 11< 7
s\ /4
ae=("m ) S, = (4.19)
e ey
v C'( Q056 )
% .p2
(ﬁ) _ (ﬁ) . (N3'Di5> _ (N3'Di5> S (Mo = (N)ay - ((Di)4-L)2/3 (4.20)
v/ \V/ioL 0} )y \ 0P ) iop 1L = AL A @o0r '

onde:

Ax: microescala de turbuléncia de Kolmogorov (m).
F,: consumo de poténcia do sistema gaseificado (W).

V: volume de liquido no tanque (m?).
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p: massa especifica (kg m™).

Ym: velocidade média de cisalhamento (s™).

K: indice de consisténcia (Pa s").

n: indice de comportamento de escoamento (-).

c: coeficiente referente a Equagdo 4.4 (-)

O: vazio de alimentagio de ar (m> s™).

P,: consumo de poténcia do sistema ndo gaseificado (W).
V: volume de meio no tanque (m?).

N: frequéncia de agitacdo (rpm).

D;: diametro do impelidor (m).

Segundo observado na analise de desejabilidade global para os ensaios conduzidos em
biorreator de bancada tipo tanque agitado e aerado de 4 L, dentre as condi¢des avaliadas, o
ensaio empregando o conjunto de impelidores orelhas de elefante EEDP-EEUP, operado a de
600 rpm e 1,0 vvm, apresentou um maior percentual de chances (95,2 %) de maximizar o
bioprocesso em termos de producao e produtividade de biocolorante vermelho. Logo, essas
condigdes de operacdo foram adotadas como condigdes caracteristicas do bioprocesso de
produgdo de colorante por 7. minnesotensis em biorreator tanque agitado e aerado de 4 L de
volume 1til. Considerando o emprego do conjunto de impelidores orelhas de elefante EEDP-
EEUP em ambas escalas avaliadas, obteve-se a partir da Equagao 4.20 a frequéncia de agitagao

de 555 rpm a ser operada no biorreator de 10 L de volume util.

Sendo o bioprocesso em estudo um processo aerobio, de modo a se determinar a vazao
especifica de alimentagdo de ar (¢ar) a ser empregada nos ensaios conduzidos na escalade 10 L
de volume 1til, estimou-se a partir de 3 critérios de areagdo (BADINO; SCHMIDELL, 2021b),
as eventuais vazoes de alimentacdo a serem empregadas, conforme mostrado na Tabela 4.4,
considerando a vazao especifica de alimentagdo de ar (¢ar) de 1,0 vvm empregada na escala de

4 1. de volume util.



Capitulo 4. Influéncia do sistema de impelidores e das condigoes operacionais 117

Tabela 4.4- Critérios de aeracao para o escalonamento do bioprocesso de producao de

colorante pelo fungo endofitico 7. minnesotensis.

s e ~ (Q)10L (Ppar)i0L
Critério Expressao (L min™) (vvm)
Numero de aeragio B Do)’ (Mo
Ny voncmte . @ =@ (o) (Ta) 527 03
Velocidade (D)1o\?
superficial de ar (@10, = (@) - ( Dl 1“) 5,06 0,51
(vs) constante (Do)

Vazao especifica

3
de alimentagdo de (@100 = (@)ay - ((ll))i)lOL> 5.70 0.57
ar (¢ar) constante m

Fonte: Acervo pessoal.

Diante dos valores muito préximos e visando os menores efeitos de arraste ao longo do

bioprocesso, optou-se por empregar a vazao especifica de alimentacao de ar (¢gar) de 0,51 vvim

nos ensaios conduzidos em escala de 10 L.

A partir dos critérios de variacdo de escala e de aeracdo empregados, o ensaio em
biorreator tipo tanque agitado e aerado de 10 L de volume til foi conduzido em duplicata a

frequéncia de agitacdo de 555 rpm e vazao especifica de alimentacao de ar (¢ar) de 0,51 vvm.

As Figuras 4.11 e 4.12 ilustram os perfis de crescimento celular (Cx), consumo de
substrato (Cs) e producdo de colorante (ABSs00nm) nos ensaios conduzidos em biorreatores tipo

tanque agitado e aerado de 4 ¢ 10 L de volume util, respectivamente.



Capitulo 4. Influéncia do sistema de impelidores e das condigoes operacionais

118

Figura 4.11- Perfis de crescimento celular (Cx), consumo de substrato (Cs) e produgdo de

colorante vermelho (ABSsoonm) no cultivo conduzido em biorreator tipo tanque agitado e
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Figura 4.12- Perfis de crescimento celular, consumo de substrato e producao de colorante

vermelho no cultivo no cultivo conduzido em biorreator tipo tanque agitado e aerado de 10 L

~—~
-~

a

Cilgx L") e Cq (s

22.0
20.0

18.0 t

16.0
14.0
12.0
10.0

8.0

6.0
4.0

20/

0.0

de volume util.

Biorreator 10 L

T T T T T
HElH

T
| ]
>
e
-

k_n_.I.-.-I.----

0 12 24 36 48 60

Tempo (h)
A C(gLl) m C (gL") @ ABS

500nm

84

(UA)

60.0
55.0
50.0
45.0
40.0
35.0
30.0
25.0
20.0
15.0
10.0
5.0

0.0

Absorbéancia, , (UA)



Capitulo 4. Influéncia do sistema de impelidores e das condi¢oes operacionais 119

De modo geral, as Figuras 4.11 e 4.12 ilustram que o bioprocesso ocorreu de forma
semelhante em ambas escalas, apresentando um completo consumo da fonte de carbono nas

primeiras 40 horas de cultivo.

Em termos de producao verificou-se que, embora o ensaio em biorreator tipo tanque
agitado e aerado de 4 L de volume util, tenha apresentado uma produgao ligeiramente superior
ao ensaio em biorreator de 10 L de volume util, as produgdes maximas observadas nas duas
escalas expressas em medidas de absorbancia foram estatisticamente iguais, uma que ao
empregar-se o teste T de comparagdo das médias, o p valor (p=0,3318) se apresentou superior
a 0,05, nao havendo, portanto, diferengas significativas entre os valores de absorbancia. A
Figura 4.13 ilustra as coloragdes dos caldos aos finais dos cultivos nas escalas de 4 ¢ 10 L, onde
se observa uma nitida semelhanca entre elas, corroborada pelos valores proximos de
absorbancia em 72 horas de cultivo, alcancando o objetivo do estudo exploratorio de variagao

de escala do bioprocesso dentro da faixa avaliada.

Figura 4.13- Bioprocesso de producao de colorante em biorreator tanque agitado e aerado de 4

e 10 L de volume util.

Biorreator 4 L volume util Biorreator 10 L volume util

Fonte: Acervo pessoal.

Embora os trabalhos referentes a producdo de biocolorantes por fungos filamentosos

voltados ao aumento de escala do bioprocesso sejam escassos, trabalhos como de Kim et al.
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(2002) relatam resultados promissores ao avaliarem o escalonamento do bioprocesso de
produgdo de colorante vermelho pelo fungo Monascus sp. em biorreatores tanque agitado e
aerado de 5, 30 e 300 L. Empregando os critérios de constancia da velocidade na extremidade
do impelidor (vsp) € da vazao especifica de alimentagado de ar (¢ar), Kim et al. (2002) verificaram
que embora a produgdo na escala de 300 L tenha se apresentado 16% inferior a escala de 5 L,
possivelmente devido a eventuais problemas de mistura, os quais tendem a se amplificar com o
escalonamento do bioprocesso, de modo geral a produgdo de colorantes nas trés escalas
avaliadas se apresentaram muito proximas evidenciando o sucesso no escalonamento do

bioprocesso.

Os resultados obtidos por Kim et al. (2002) corroboram com os resultados obtidos neste
trabalho. Embora os critérios de variagdo de escala e de aeracdo empregados tenham sido
diferentes, o que demonstra que diante da diversidade de critérios, assim como reportado por
Badino e Schmidell (2021b), o critério ideal de aumento de escala € proprio de cada bioprocesso

de acordo com sua especificidade.

Portanto, ainda que em carater exploratério o escalonamento do bioprocesso de sintese
de colorante pelo fungo endofitico 7. minnesotensis tenha se demonstrado eficaz, outros
critérios de variacdo de escala e de aeracdo devem ser avaliados visando futuras produgdes em

nivel industrial.

4.4, CONCLUSOES

Diante do exposto, o presente trabalho apresentou resultados promissores e de efetiva
contribuicao ao tema de producdo de biocolorantes por fungos filamentosos, uma vez que por
meio do desenvolvimento e da execugdo de um planejamento experimental em biorreator de
bancada (4 L) somado ao emprego de ferramentas estatisticas, verificou-se que as combinagdes
de impelidores (CI) e as condigdes de operacdo, frequéncia de agitacdo (N) e vazao especifica
de alimentagdo de ar (¢ar), tendem a afetar o desempenho do bioprocesso de producao de

biocolorante vermelho por 7. minnesotensis.

Segundo os resultados obtidos, dentre as combinagdes geométricas empregadas e as
condi¢cdes operacionais avaliadas, o conjunto composto por dois impelidores orelha de elefante
com escoamentos direcionados para baixo e para cima (EEDP-EEUP), quando operado a 600
rpm e 1,0 vvm, tende a apresentar um maior percentual para maximizag¢ao da producao e

produtividade de biocolorante frente as demais configuracdes e condi¢des operacionais.
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Verificou-se que as quatro varidveis-respostas principais referentes a producdo e
produtividade de biocolorante apresentaram correlagdes diretas com a variavel tensdo minima
de oxigénio dissolvido (Topmin em %). No entanto, em relacdo as variaveis percentual de
oxigénio transferido (O,_r em %), viscosidade aparente média ([ap-m em cP) e microescala de
Kolmogorov média (A;_y em um), as variaveis-respostas principais apresentaram uma
correlagdo inversa, sendo a microescala de Kolmogorov média (A;_y em pum) a variavel com

melhor correlagao com a producao e a produtividade de biocolorante.

De modo geral, embora as produ¢des de biocolorante tenham se apresentado na mesma
ordem de grandeza, independentemente da configuragdo operacional empregada nos cultivos
(CI, N e ¢ar), isso demonstra uma estabilidade e uma versatilidade do microrganismo a se
adequar a diferentes configuragdes e condicdes operacionais. Essas caracteristicas sao
favoraveis em uma produg¢do em maior escala, o que se confirmou no cultivo visando a
produgdo de biocolorante pelo fungo 7. minnesotensis na escala de 10 L, onde se observou uma
reprodutibilidade em termos de produgdo e produtividade do biocolorante em relacdo a escala

de4 L.

Os resultados obtidos configuram-se de relevancia para compreensao do bioprocesso
frente a diferentes configuragcdes e condi¢des operacionais, bem como de potencial para o
escalonamento da produ¢do de biocolorante pelo fungo 7. minnesotensis visando a producao

em nivel comercial.
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5. PRODUCAO DE BIOCOLORANTE VERMELHO POR Talaromyces minnesotensis
EM BATELADA ALIMENTADA

5.1. INTRODUCAO

Diante da gradativa relevancia que os colorantes naturais derivados de fontes agricolas,
biologicas ou minerais vem assumindo frente aos colorantes sintéticos, em virtude de serem
menos nocivos aos seres vivos € ao meio ambiente, os fungos filamentosos se mostram como
uma fonte promissora para obtencdo de biocolorantes. Isso porque, os mesmos tendem a
apresentar elevada produtividade e capacidade continua e regular de sintetizar compostos com
uma vasta gama de cores e eventuais propriedades bioativas (DUFOSSE et al., 2014;

FOUILLAUD et al., 2016; SPEARS, 1988).

No entanto, embora o bioprocesso empregando fungos filamentosos se apresente
favoravel frente as demais fontes naturais, o bioprocesso como um todo apresenta pontos de
aperfeicoamento, como questdes toxicologicas, de producdo e de down-stream (AMAN
MOHAMMADI et al., 2022; ANUGRAHA; THOMAS, 2021; MORALES-OYERVIDES et
al., 2020a). Tais pontos que requerem o desenvolvimento de pesquisas e estudos de modo a
superar as limita¢des tecnoldgicas ainda existentes e viabilizar a inser¢do destes biocolorantes

no mercado global, conciliando seguranca, produtividade, qualidade e baixo custo.

Para a insercdo dos biocolorantes no mercado global, torna-se necessario o estudo
quanto aos fatores que podem influenciar a sintese dos compostos coloridos como pH,
temperatura, composi¢ao do meio de cultivo, condi¢des operacionais e estratégias de cultivo
(AHN et al., 2006; JOSHI et al., 2003; SANTERRE, QUEINNEC; BLANC, 1995;
OGBONNA, 2016), visto que a viabilidade técnica e econdmica da produgdo de colorantes esta

atrelada a condi¢des de processo otimizadas.

Diante do fato de os biocolorantes serem caracterizados como metabdlitos
secundarios/especializados (ANUGRAHA; THOMAS, 2021; FOUILLAUD:; DUFOSSE,
2022) e tendo em vista os fatores que podem vir a amplificar a produtividade do bioprocesso, a
estratégia de cultivo em batelada alimentada apresenta-se como uma alternativa promissora

para a melhoria do bioprocesso de sintese de colorantes fingicos.

Por meio do fornecimento restrito de nutrientes (COSTA; BADINO, 2012; FARRELL;
ROSE, 1967; KRAIRAK et al., 2000), o emprego da estratégia de batelada alimentada, tende a
conferir uma manutencao celular por mais tempo, acarretando eventualmente na desrepressao

de rotas metabolicas vinculadas a sintese dos biocolorantes.
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Embora, os estudos referentes aplicacdo da batelada alimentada especificamente no
processo de obtencdo de compostos coloridos por fungos filamentosos sejam menos frequentes,
alguns trabalhos desenvolvidos visando avaliar o efeito da utilizagao do processo em batelada
alimentada sobre a sintese de biocolorantes, relatam, em sua grande maioria, ganhos

expressivos na eficiéncia de producdo dos colorantes fungicos, conforme mostrado na Tabela

5.1.

Tabela 5.1- Relagao entre as produgdes de colorantes por fungos filamentosos em batelada

alimentada (FB) e em batelada convencional (BC).

Linhagem fungica Colorante FB/BC Referéncias
Monascus ruber vermelho 1,50 SANTERRE et al., 1995
Monascus sp. amarelo 1,84 KRAIRAK et al., 2000

HAJJAJ; GOMA E

Monascus ruber vermelho 0,87 FRANCOIS, 2015
amarelo
Monascus purpureus 1,35 CHEN et al., 2021
vermelho

Fonte: Acervo pessoal do autor.

Ainda que a estratégia de batelada alimentada possa contribuir para o bioprocesso de
produgdo de colorantes fingicos, segundo observado na Tabela 5.1, devido a complexidade do
processo de sintese deste tipo de metabolito secundario, elementos como o controle da adi¢ao
de substrato e tempo de alimentacdo sdo fatores relevantes para definir a viabilidade de
implementagdo da estratégia de batelada alimentada como um potencial recurso para aprimorar
o processo de sintese de biocolorantes (COLET et al., 2019; HAJJAJ; GOMA; FRANCOIS,
2015; JIANG et al., 2017; KRAIRAK et al., 2000).

Desta forma, visando aumentar a producdo de biocolorante vermelho pelo fungo
endofitico 7. minnesotensis, foram realizados, incialmente, cultivos com alimentagao
intermitente de meio de cultura suplementar em mesa incubadora rotativa, sendo avaliado cinco
diferentes composi¢des de meio de cultura suplementar. Posteriormente, baseado nos resultados
dos ensaios conduzidos em frascos agitados e na complexidade e especificidade do bioprocesso,
foram conduzidos ensaios em biorreator de bancada tipo tanque agitado e aerado de 4 L de
volume 1util em batelada alimentada sob diferentes condi¢des de alimentagdo (vazdo e
concentragdo de substrato), visando a avaliar a contribuicao desta estratégia para a melhoria o

bioprocesso de sintese de colorante vermelho pelo fungo endofitico 7. minnesotensis.
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5.2. MATERIAIS E METODOS
5.2.1. Cultura estoque de trabalho e Preparo do inéculo

Utilizou-se a linhagem Talaromyces minnesotensis (CBMAI 2211), um fungo
filamentoso endofitico isolado por Romano (2015) da planta Hymenaea sp. (jatobazeiro) no
cerrado de Sao Carlos (SP), a qual se encontra depositada na Colec¢ao Brasileira de Micro-

organismos de Ambiente e Industria (CBMAI/DRM), na cidade de Paulinia (SP).

A cultura estoque de trabalho foi mantida em tubos inclinados contendo meio de cultura
Agar ISP2 (International Streptomyces Project Medium 2) composto de (em g L' 4gua
destilada): agar bacteriologico, 20,0; dextrose, 4,0; extrato de malte, 10,0 e extrato de levedura,
4,0, pH 5,0. Apds estriado sobre o meio so6lido uma amostra de esporos da coldonia de T.
minnesotensis previamente isolada, os tubos inclinados foram incubados a 28 °C por 10 dias e,
posteriormente, conservados em geladeira a 4°C, sendo subcultivados mensalmente, de modo

a garantir a viabilidade das culturas.

Para obtencdo do inéculo, inicialmente, preparou-se um volume conhecido de meio
liquido ISP2 isento de agar, onde o mesmo teve seu pH ajustado em 5,0 com solu¢do de 4cido

cloridrico 2,0 M, sendo posteriormente autoclavado a 121°C por 20 minutos.

Na sequéncia, foram adicionados aos tubos inclinados (slants) da cultura estoque de
trabalho 7 mL de meio ISP2 esterilizado, sendo a superficie da cultura raspada com alca de

platina esterilizada para desprendimento dos esporos.

Diante da concentracdo de esporos obtida através da técnica de contagem em Camara
de Neubauer (MANACHINI; FORTINA; PARTINI, 1987), de aproximadamente 10% esporos
mL!, aliquotas de 7 mL da suspensao foram transferidas para Erlenmeyers de 500 mL contendo
43 mL de meio ISP2 estéril, de modo que a concentracao final de esporos no inoculo fosse da

ordem de 107 esporos mL.

Os Erlenmeyers foram mantidos em incubador rotativo (New Brunswick Scientific,

modelo C25KC; NOVA ETICA, modelo 430RD) a 250 rpm e 28°C por 24 horas.

Apo6s a obtengao do indculo, seguiu-se o procedimento de inoculagdo, que se diferenciou
de acordo com a escala de cultivo. A Figura 5.1 a seguir, ilustra as etapas de inoculagdo em

cultivos conduzidos em frascos agitados e em biorreator.
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Figura 5.1- Esquema das etapas de inoculagdo dos ensaios conduzidos em frascos
agitados e em biorreator.

Ensaios Frascos
Agitados
g l =

..

Indeulo Meio de Cultivo Erlenmeyers Ensaios em Frascos
(200 mL) SABORAUD contgndo 50 mL de = Agitados
(1800 mL) meio inoculado .
(250 rpm; 24°C)
Processo
de
Inoculagao
>
Ensaios

Biorreatores Inéeulo

(10% VIVRgaToR) Suspenséao de Inoculo

(10% ViVgexror) Ensaios em Biorreatores
(600 rpm; 4,0 L min™'; 24°C)

Fonte: Acervo pessoal.

Nos ensaios conduzidos em frascos agitados, foram preparados incialmente 1800 mL de
meio Saboraud (SUDHA et al., 2017) composto de 20,0 g L™ de dextrose e 10,0 g L™ de peptona
de soja. O mesmo teve seu pHiniciai ajustado para 5,0 com solu¢do de HCI 2,0 M, sendo
posteriormente armazenado em frasco Schott graduado de 2 L e autoclavado a 121°C por 20

minutos.

Apo6s o resfriamento, foram inoculados 200 mL de suspensao micelial obtida da etapa
de preparo do inoculo. O conteudo foi homogeneizado em agitador magnético e distribuiu-se
50 mL do caldo de cultivo em frascos Erlenmeyers de 500 mL. Os ensaios em frascos agitados
foram conduzidos em incubador rotativo (New Brunswick Scientific, modelo C25KC; NOVA

ETICA, modelo 430RD) a 250 rpm e 24°C.

Os ensaios em biorreator tiveram seu inicio apds a inoculagdo da suspen¢ao micelial
contida em frasco Mariotte na propor¢ao de 10% (V/Vuil reator) @0 biorreator, ja contendo meio
de cultura Saboraud (20 g L™ dextrose e 10 g L™! de peptona de soja), previamente autoclavado
a 121°C por 50 minutos. Os ensaios foram conduzidos a frequéncia de rotagao de 600 rpm,

vazio de alimentacdo de ar de 4,0 L min! e temperatura de 24°C.
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5.2.2. Cultivos em frascos agitados
5.2.2.1. Batelada convencional em frascos agitados

A Figura 5.2 ilustra as etapas e os periodos de amostragem dos cultivos em batelada

convencional conduzidos em frascos agitados.

Figura 5.2- Etapas do processo de inoculagdo dos ensaios conduzidos em frascos agitados.

N -'_'

Amostragem
mm) |t,-t,(C.<1gL"):de8em S8 horas.
t,(C,<1gL") -t acada 12 horas.

-

Rotagao: 250 rpm

Erlenmeyers contendo Temperatura: 24°C
50 mL de meio Periodo: 96 horas
inoculado

Fonte: Adaptado de Sousa (2018).

O ensaio conduzido como batelada convencional em incubador rotativo foi realizado
em triplicata e as amostragens ocorreram a cada 8 horas até se verificar o esgotamento da fonte
de carbono e, posteriormente, a cada 12 horas até o final do cultivo, caracterizado pela
estabilizacao da producao de colorante. Ao longo dos cultivos foram acompanhadas as variaveis
pH e concentragdes celular e de glicose e produgdo de colorante vermelho.

Ressalta-se que somente no primeiro ensaio conduzido como batelada convencional, a
amostragem foi realizada a cada 8 horas durante todo o cultivo para uma avaliacdo mais

detalhada do processo.
5.2.2.2.  Cultivos continuos com alimenta¢ao intermitente a volume constante

5.2.2.2.1 Avaliagdo do comportamento do cultivo continuo com

alimentacgdo intermitente a volume constante

Visando avaliar o perfil do cultivo conduzido continuamente com alimentagdo
intermitente, o procedimento de adicdo de pulsos aos frascos agitados iniciou-se apos se
verificar, durante o periodo de batelada convencional, uma concentracdo de dextrose no caldo

de cultivo de, aproximadamente, 4 g L.

Primeiramente, a cada 8 horas, retirou-se 5 mL de amostra dos Erlenmeyers contendo
50 mL de caldo de cultivo. Posteriormente, adicionou-se um pulso de 10 mL a cada frasco

totalizando um volume final de 55 mL. Apds a adicao do pulso, foram, entdo, retirados uma
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segunda aliquota de 5 mL, de modo a se obter por cromatografia liquida de alta eficiéncia

(CLAE), a nova concentracgdo de dextrose no caldo de cultivo.

Todo o procedimento de amostragem, bem como de adi¢do dos pulsos, foi conduzido
em camara de fluxo laminar. Ao final da amostragem, os Erlenmeyers apresentando um volume
total de caldo de 50 mL foram, entdo, retornados para o incubador rotativo, como ilustrado na

Figura 5.3.

Figura 5.3- Etapas de amostragem e adi¢ao de pulso no cultivo continuo com alimentac¢ao

intermitente a volume constante.

Adicio de 10 mL de
Pulso

AA e A/L

Retirada de 45 mL de caldo 55 mL de caldo 50 mL de caldo

SmLde de cultivo de cultivo de cultivo
amostra
\ [ —
Rotacao: 250 rpm

Temperatura: 24°C

50 mL de caldo Periodo: 96 horas
de cultivo

Fonte: Acervo pessoal.

Quanto as solugdes de pulso, foram preparados cerca de 200 mL de duas solugdes

compostas por:

e Pulso Saboraud: 21,0 g L! de dextrose e 10,5 g L' de peptona de soja.
e Pulso Dextrose: 21,0 g L' de dextrose.

Ap0s o preparo, as mesmas tiveram 0 pHinicial ajustado em 5,0 com solugdo de HCI 2,0
M, sendo posteriormente depositadas em frascos Schott graduados de 500 mL e autoclavadas a

121°C por 20 minutos. Apos a autoclavagem, as solugdes foram mantidas em geladeira a 4°C.
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Os ensaios foram conduzidos simultaneamente ao cultivo em batelada convencional e
em triplicata para ambos tipos de pulso empregados. Além disso, os pulsos foram adicionados
a cada 8 horas. Ao se observar o inicio da estabilizagdo da producdo de colorante no cultivo em

batelada (t,p¢Baterada ), interrompeu-se a adi¢do de pulsos e prosseguiu-se com o cultivo por

max 500nm

mais 16 horas, de modo a se avaliar qual seria o comportamento do mesmo (Figura 5.4).

Figura 5.4- Distribui¢des dos pulsos ao longo do cultivo de avaliagdo do comportamento da

fermentacdo continua com alimentacao intermitente de meio de cultura suplementar.

Pulso Pulso Pulso Pulso
10 mL 10 mL 10 mL 10 mL

1 1 1 1
e © o o o o

to iy tivq=tj+ 8h tin= € pgBatelada te =ty + 16h
C=20gL" C,~4glL"
\ }1\ i = n° do pulso (1 até N) }
Batelada Cultivo
Convencional Continuo Intermitente

Fonte: Acervo pessoal.

Assim como na batelada convencional, ao longo dos ensaios foram acompanhados o
pH, o crescimento celular, o consumo de glicose e a produgio de pigmento. E vélido ressaltar
que, assim como no primeiro ensaio conduzido como batelada convencional, somente neste
conjunto de ensaios a amostragem foi realizada a cada 8 horas durante todo o cultivo, visando

se obter uma primeira avaliagao mais detalhada dos cultivos continuos.

52222 Avaliagdo da composi¢do do meio de alimentagdo

De modo a se avaliar a composi¢do do meio de alimenta¢do que possa vir a favorecer a
producao do colorante natural vermelho empregando a estratégia de batelada alimentada,
realizou-se um novo conjunto de ensaios em incubador rotativo, utilizando 4 diferentes solugdes

pulso.

Os novos cultivos continuos com alimentagdo intermitente tiveram seu inicio apos o

esgotamento da fonte de carbono durante o periodo conduzido como batelada convencional.
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Ap6s o término da fonte de carbono, retirou-se 5 mL de amostra dos Erlenmeyers contendo 50
mL de caldo de cultivo e, sequencialmente, adicionou-se um pulso de 10 mL. Apoés a adi¢do do
pulso, coletou-se uma segunda aliquota de 5 mL de modo a se obter por cromatografia liquida

de alta eficiéncia (CLAE) a nova concentragao de dextrose no caldo.

Todo o procedimento de amostragem e de adigdo dos pulsos foi conduzido em camara
de fluxo laminar. Ao final da amostragem, os Erlenmeyers apresentando um volume total de
caldo de 50 mL foram retornados para o incubador rotativo, conforme ilustrado anteriormente

na Figura 5.3.

Com relagdo as solugdes pulso, foram preparados 200 mL de 4 tipos de solugdes de
diferentes composicoes, as quais tiveram 0 pHinicial ajustado em 5,0 com solucao de acido
cloridrico (HCI1) 2,0 M e posteriormente foram transferidas para frascos Schott graduados de
500 mL e autoclavadas. Ao final do processo de esterilizagdo, as mesmas foram mantidas em

geladeira a 4°C.

A Tabela 5.2 apresenta as 4 diferentes composi¢des das solugdes pulso empregadas.

Tabela 5.2-Composigdes das solugdes de suplementacao.

Tipo de Pulso Composicao Concentragio (g L)
Pulso Saboraud 1 Dextrose 21,0
(CPSI) Peptona de Soja 10,5
Pulso Saboraud 2 Dextrose 10,5
(CPS2) Peptona de Soja 5,25
Pulso Saboraud 3 Dextrose 10,5
(CPS3) Peptona de Soja 10,5
Pulso Peptona Peptona de Soja 10,5

(CPP)

Fonte: Acervo pessoal.

Simultaneamente a batelada convencional, o novo conjunto de ensaios pulsados foi
realizado em triplicata para todos os 4 tipos de pulso avaliados durante um periodo total de 96
horas. Ao longo do cultivo, foram acompanhados o pH, o crescimento celular, o consumo de
glicose e a produ¢do de pigmento, por meio de amostragens realizadas a cada 8 horas até se
verificar o esgotamento da fonte de carbono e, posteriormente, a cada 12 horas até o final do

cultivo.

Vale ressaltar que a adicdo dos pulsos se deu a cada 12 horas (Figura 5.5), tendo seu
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inicio quando observado o esgotamento da fonte de carbono no caldo de cultivo, durante o

periodo inicial conduzido em batelada.

Figura 5.5- Distribuic¢ao dos pulsos ao longo dos cultivos de avaliagao da composi¢cao do meio

de cultura de alimentagao.

Pulso Pulso Pulso Pulso
10 mL 10 mL 10 mL 10 mL
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Batelada Cultivo
Convencional Continuo Intermitente

Fonte: Acervo pessoal.

5.2.2.2.3. Cultivos em batelada alimentada intermitente a volume constante

Visando conduzir cultivos em batelada alimentada intermitente com pulsos de pequenos
volumes de meio de cultura concentrado e sem retirada expressiva de amostras, foi realizado
um novo ensaio, em duplicata, no qual foram alimentados em 50 mL de caldo um volume de
500 uL de meio de cultura suplementar com concentragdo de 238,0 g L™! de dextrose e 119,0 g
L' de peptona de soja.

Apos se verificar o esgotamento da fonte de carbono no caldo durante o periodo inicial
conduzido em batelada, foram retirados 2 Erlenmeyers como amostras e, aos demais frascos,
adicionou-se 500 puL. de meio de cultura suplementar concentrado retornando-os ao incubador

rotativo, conforme ilustra a Figura 5.6.
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Figura 5.6- Esquema de execug¢do do cultivo batelada alimentada intermitente com pulso de

meio de cultura suplementar concentrado.
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Fonte: Acervo pessoal.

Com relagdo aos 2 Erlenmeyers retirados, extraiu-se uma aliquota de 500 uL do caldo
de cultivo de cada frasco, com o intuito de se avaliar a concentragdo de dextrose no caldo
anteriormente a adicdo de pulsos. Apds a retirada das aliquotas, adicionou-se 500 uL. de meio
de cultura suplementar a cada Erlenmeyer, homogeneizou-se o caldo e deu-se sequéncia as
analises para o acompanhamento do pH, crescimento celular e da producao de colorante, bem

como da concentracao de dextrose no caldo ap6s a adi¢do do pulso.

Quanto a solugdo de alimentacdo concentrada, foram preparados cerca de 100 mL de
solucdo de dextrose (476,0 g L) e 100 mL de solucdo de peptona de soja (238,0 g L). As
mesmas tiveram o pHiniciat ajustado em 5,0 com solucao de HCI 2,0 M e, posteriormente, foram
transferidas separadamente para frascos Schott graduados de 500 mL e autoclavadas a 121°C
por 20 minutos. Apos o processo de autoclavagem, de forma asséptica verteu-se a solugdo de
peptona de soja no frasco Schott contendo a solu¢do dextrose, de modo a se obter 200 mL de
uma tnica solugdo composta de 238 g L™ de dextrose e 119 g L' de peptona de soja. A solugdo

pulso concentrada obtida foi, entdo, mantida em geladeira a 4°C.

Conforme ilustrado na Figura 5.7, os pulsos foram adicionados a cada 12 horas até o
término do cultivo que se deu em 240 horas, com base na capacidade maxima de

armazenamento dos incubadores rotativos (20 Erlenmeyers).



Capitulo 5. Estratégia de cultivos em diferentes modos de operagdo 133

Figura 5.7- Esquema de execug¢do dos cultivos em batelada alimentada intermitente com pulso

de meio de cultura suplementar concentrado.
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Fonte: Acervo pessoal.

Ressalta-se que durante o periodo inicial conduzido em batelada, 2 Erlenmeyers também
foram retirados a cada 12 horas de modo a se acompanhar, assim como para as amostras do
periodo de alimentagdo intermitente, o pH, o crescimento celular, o consumo de glicose ¢ a

producao de colorante.

5.2.3. Cultivos em biorreator

Os cultivos em batelada e batelada alimentada foram conduzidos em biorreator de
bancada tipo tanque agitado de 4 L de volume util (Bioflo 310, New Brunswick Scientific,
EUA). O biorreator de 0,17 m de didmetro interno (Di) foi equipado com quatro hastes
defletoras (chicanas), um aspersor de ago inoxidavel do tipo anel com didmetro de 0,065 m,
contendo quatro orificios de 0,8 mm de didmetro. Durante os cultivos, o oxigénio dissolvido
foi monitorado por um sistema composto por um sensor optico (InPro 6880i, Mettler Toledo) e
um transmissor (Transmitter M400, Mettler Toledo). A agitacdo do sistema foi garantida por
meio da utilizagdo combinada de dois impelidores orelha de elefante de trés laminas,
distanciados cerca de 0,08 m, sendo o impelidor superior operado direcionando o escoamento
para baixo (EEDP), enquanto o impelidor inferior, localizado a 0,037 m da base do biorreator,
foi operado direcionando o escoamento de fluido para cima (EEUP) (New Brunswick

Scientific, EUA).



Capitulo 5. Estratégia de cultivos em diferentes modos de operagdo 134

De forma a minimizar os eventuais efeitos de arraste no decorrer do bioprocesso, foi
alimentado ar saturado ao biorreator, proveniente do borbulhamento de ar seco em um frasco

Schott graduado de 2,0 L contendo agua destilada esterilizada.

Todos os ensaios foram realizados em duplicata e conduzidos a 600 rpm, 24°C, 4,0 L
min™! de alimentagio de ar (=1,0 vvm) e pHinicia1 5,0, condi¢des estas que, segundo abordado no
Capitulo 4, se apresentaram como as mais favoraveis ao bioprocesso de sintese de colorante

vermelho por 7. minnesotensis.

Independentemente do modo operacional, de forma geral, os ensaios conduzidos em
biorreator de bancada apresentaram trés etapas: preparo da cultura estoque de trabalho, preparo

do indculo e cultivo, sendo as duas primeiras etapas ja previamente descritas na se¢do 5.2.1.

5.2.3.1. Batelada convencional em biorreator tanque agitado e aerado

Os ensaios em batelada convencional (BC), os quais foram realizados em duplicata,
foram realizados em biorreator operado com 4 L de volume 1til, contendo inicialmente 3,6 L
de meio de cultura Saboraud (20 g L' dextrose e 10 g L™! de peptona de soja), previamente
autoclavado a 121°C por 50 minutos, que posteriormente foi inoculado assepticamente com 0,4
L de suspensao de inoculo. A Figura 5.8 ilustra o aparato experimental empregado nos ensaios

conduzidos em batelada em biorreator de bancada, assim como os periodos de amostragem.

Figura 5.8- Esquema do aparato experimental empregado nos ensaios em biorreator

conduzidos em batelada convencional (BC).
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Volume dtil: 4,0 L
Inéculo: 10% viv
Rotagéao: 600 rpm
Aeracgdo: 4,0 L min™!
Temperatura: 24°C
Periodo: 72 horas

Fonte: Acervo pessoal do autor.
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De modo a acompanhar o pH, o crescimento celular, o consumo de glicose e a produgao
de colorante, aliquotas de 20 mL foram retiradas de 8 em 8 horas durante as primeiras 48 horas

de cultivo e, posteriormente, a cada 12 horas até o término do mesmo.

5.2.3.2. Batelada alimentada em biorreator tanque agitado e aerado

Tomando como base trabalhos anteriores do grupo, como o de TEODORO et al. (2006),
no qual a estratégia de cultivo em batelada alimenta foi aplicada em biorreator tipo tanque
agitado de 4 L de volume qutil para producao de um metabolito secundario (acido clavulanico)
sintetizado pela bactéria filamentosa Streptomyces clavuligerus ATCC 27064, a estratégia de
cultivo em batelada alimentada (FB) sobre a sintese de colorante vermelho pelo fungo
endofitico 7. minnesotensis foi avaliada em trés vazoes massicas de dextrose (F.Csr), variando-
se a vazao volumétrica de alimentagao (F) e a concentracao de substrato no meio de alimentagdo
(Csk).

Diante da variacao da vazao de alimentacao entre os cultivos e tomando como base um
volume util médio de 3,8 L, visando o controle do cultivo em termos de formac¢ao de espuma e
aumento do volume do caldo devido a retengdo gasosa e variagdes reoldgicas do caldo, para a
realizacdo dos ensaios em batelada alimentada em biorreatores de bancada, os volumes iniciais
composto de 90% (v/v) de meio de cultura Saboraud (20 g L' dextrose e 10 g L' de peptona
de soja) e 10% (v/v) de inoculo, foram iguais a 3,6, 3,7 e 3,8 L para as respectivas vazdes

volumétricas de alimentagio de 0,04, 0,02 e 0,01 L h™!, conforme mostrado na Tabela 5.3.
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Tabela 5.3-Condigdes de alimentacao dos cultivos em batelada alimentada (FB) conduzidos

em biorreator de bancada.

Ensaio F(Lh') Csr(gL?) F.Csr(gh')  Viniciat (L)

FB1 0,04 60,0 2,4 3,6
FB2 0,04 30,0 1,2 3,6
FB3 0,02 60,0 1,2 3,7
FB4 0,01 60,0 0,6 3,8
FB5 0,02 30,0 0,6 3,7
FB6 0,01 120,0 1,2 3,8
FB7 0,02 120,0 2,4 3,7
FBS 0,04 15,0 0,6 3,6
FB9 0,01 240,0 2,4 3,8

Fonte: Acervo pessoal do autor.

Ressalta-se que embora a concentracdo de dextrose no meio de alimentacao (Csr) tenha
sido variada nos ensaios, a propor¢ao massica Dextrose: Peptona de Soja se manteve a mesma
em todos os ensaios (2:1), sendo esta propor¢ao igual a empregada nos cultivos em batelada

alimentada intermitente a volume constante conduzidos em incubador rotativo (BPC).

Por fim, conforme ilustrado na Figura 5.9 para o acompanhamento do pH, do
crescimento celular, do consumo de glicose e da producao de colorante, aliquotas de 20 mL
foram retiradas de 12 em 12 horas durante as primeiras 36 horas, dentro do qual o cultivo foi
operado em batelada. Posteriormente, utilizando-se uma bomba peristéltica, aliquotas variando
de 120 a 240 mL a depender da vazdo volumétrica de alimentagdo, foram retiradas a cada 12
horas até o término do ensaio, delimitado em 156 horas de processo, de modo a manter o volume

constante.
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Figura 5.9- Aparato experimental empregado nos ensaios em biorreator conduzidos em

batelada alimentada.
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Fonte: Acervo pessoal do autor.

5.2.4. Meétodos analiticos
5.2.4.1. Determinagdo do pH

O pH dos caldos de cultivo foi aferido por meio de um pHmetro Qualxtron (modelo QX

1500).

5.2.4.2. Determinacdo da concentragdo celular (Cx)

A concentracdo de biomassa fungica foi quantificada mediante método gravimétrico,
onde um volume conhecido de caldo foi filtrado em membrana de 0,45 pm de diametro de poro,
previamente seca e pesada. Posteriormente, o material foi submetido a secagem em estufa a
60°C por um periodo de 48 horas. Ao final desse periodo, pesou-se o material de modo a obter
a concentracao celular por meio da equagdo 5.1.

CX — (mFi naT M nj ci)al (51)

Vam)st ra

onde:

Cx: concentragdo celular (g L™).
Mipiciq: Massa da membrana seca (g).

MEinq: Massa da membrana + biomassa apos o processo de secagem (g).
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Vamostra: volume de amostra (L).

5.2.4.3. Determinacdo da concentracdo de dextrose (Cs)

Nas determinacoes das concentragdes de dextrose e de colorante, o caldo de cultivo teve
inicialmente seu pH ajustado pra 8,0 e, posteriormente, foi centrifugado a 4°C e 12000 rpm por
30 minutos. Por fim, o mesmo foi filtrado a vacuo em membrana de nitrato de celulose de

0,45um para total separacdo das células.

A concentracdo de dextrose foi determinada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE). Inicialmente, os sobrenadantes das amostras foram devidamente diluidos em agua
ultrapura Milli-Q e, posteriormente, foram filtrados em microfiltros de nylon 0,22 um de modo

a se dar inicio as injegoes.

De forma a se determinar a concentracao de dextrose, volumes de 20 uL de amostra,
diluida e filtrada, foram injetados em um sistema cromatografico (e2695, Waters, EUA),
equipado com um detector de indice de refracao (2414, Waters, EUA) operado a 32°C e uma
coluna Sugar-Pak I (300 x 6,5 mm, 10 um, Waters) mantida a 80°C. Como eluente foi utilizado
4gua ultrapura a uma vazdo de 0,5 mL min™' e solu¢des de dextrose anidra P.A (Labsynth) nas

concentracdes entre 0,1 a 25 g L™ foram utilizadas como padrdes.

5.2.4.4. Determinagdo da produ¢do de colorante vermelho (ABSs00nm)

A produgdo de biocolorante foi avaliada pela medida da absorbancia do sobrenadante
filtrado considerando o fator de diluigdo de cada amostra. Para medida de absorbancia utilizou-

se o espectrofotometro-UV (Ultrospec 2100 Pro, Amersham Biosciences).

De modo a se determinar o comprimento de onda correspondente & méaxima absor¢ao
para o colorante vermelho, realizou-se o escaneamento da amostra do caldo de cultivo livre de
células na faixa de 300 a 600 nm. Os resultados obtidos foram expressos em termos de Unidades
de Absorbancia a 500 nm (UA), o que concorda com a maxima absor¢do para colorantes
vermelhos reportados pela literatura (CHATTERIJEE et al., 2009; CHRISTIE, 2001; SINGH et
al.,2015).

5.2.4.5. Determinacdo da relacdo entre absorbancia (UAse0) € concentragdo de
colorante (gp L)

O principio de quantificacdo via espectrofotdmetro se baseia na quantidade de luz
absorvida por uma amostra a uma concentracao especifica € a um dado comprimento de onda,

conforme ilustra a Figura 5.10.
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Figura 5.10- Principio de leitura da absorbancia via espectrofotometro.
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Fonte: Acervo pessoal.

Outro ponto também considerado quando empregado a leitura via espectrofotometro ¢
a existéncia de uma relagdo, denominada Lei de Lambert-Beer (Equacao 5.2), entre a absor¢ao

de luz e as propriedades da substancia avaliada.

A=c¢lc (5.2)

onde:

A: absorbancia da amostra (UA).

€: coeficiente de absortividade molar da espécie (propriedade intrinseca da substancia)
(L mol! ecm™).

l: caminho Optico (largura interna da cubeta) (mm).

c: concentragdo molar (mol L™).

A Lei de Lambert—Beer (SKOOG, WEST; HOLLER, 2006), descreve a existéncia de

uma relagdo linear entre a absorbancia da amostra e a concentracao da espécie.

Diante disto, segundo o estudo preliminar realizado por Pereira e Baptista (2017), o
biocolorante vermelho avaliado tende a seguir a Lei de Lambert-Beer (SKOOG, WEST;
HOLLER, 2006). Dessa forma, visando obter uma relacdo entre a absorbancia e a concentracao

de biocolorante vermelho, foi realizada a leitura de absorbancia a 500 nm de amostras de
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biocolorante previamente purificadas por uma sequéncia de extracdes com solventes organicos
e diluidas, de modo que a absorbancia se apresentasse na faixa de 0,1 a 1,0 UA. Posteriormente,
pelo método de gravimetria, essas amostras foram secas e pesadas de modo a se determinar a

concentragio (g L") de colorante por amostra.

Primeiramente, ajustou-se o pH de uma amostra do caldo de cultivo do ensaio em
batelada convencional conduzido em biorreator para 8,0, de modo a garantir a estabilidade do
colorante. Em seguida, a mesma foi centrifugada a 4°C e 12000 rpm por 30 minutos, e
posteriormente foi filtrada a vacuo em filtros de membrana de 0,45um, de modo a garantir a

retirada total de células.

Baseados em trabalhos preliminares (PEREIRA; BAPTISTA-NETO, 2017; SOUSA,
2018), uma fracao da amostra do caldo tratado (centrifugado e filtrado) foi, entdo, submetida a

um procedimento sequencial de extra¢ao liquido-liquido, conforme ilustrado na Figura 5.11.

Figura 5.11- Procedimento de extracao realizado com amostra do caldo de cultivo tratado.

Caldo Tratado Extragdo ¢/ Hexano Extracdo ¢/ Acetato Etila
Ajuste pH 8,0 ’ (1 Caldo:1 Solvente (v/v)) ’ (1 Fase Aquosa:l Solvente (v/v))
+ Centrifugacdo

+ Filtracdo

Redugdo
_ Reextragdo com Extragdo ¢/ N-butanol para pH 2.0
Agua MilliQapH12 |g= | (1 Fase Aquosa:l Solvente | Fase Aquosa
(1 Fase Orgénica:1 MILLI Q v/v))
(v/v))

Fase Aquosa W
prinal 8.9 e
Caldo
Extraido

Fonte: Acervo pessoal do autor.
Apo6s o procedimento de extragdo, as amostras, tanto de caldo bruto (CT) tratado quanto
de caldo extraido (CE), foram diluidas em baldes volumétricos de 25 mL contendo agua

deionizada em 5 diferentes propor¢des, conforme mostrado na Tabela 5.4.
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Tabela 5.4- Dilui¢des avaliadas do caldo tratado (CT) e do caldo extraido (CE).

V Agua deionizada Fator de V Anilise gravimétrica
V Amostra (mL) & &

(mL) dilui¢do (mL)
2,0 23,0 12,5 10,0
4,0 21,0 6,25 8,0
15,0 10,0 1,67 8,0
20,0 5,0 1,25 8,0
25,0 0,0 1,0 8,0

Fonte: Acervo pessoal do autor.

Posteriormente a diluicdo das amostras, segundo a Tabela 5.4, volumes variando na

faixa de 8 a 10 mL a depender da diluigao das amostras, foram adicionados em mini formas de

aluminio, previamente secas e pesadas. Estas foram, entdo, mantidas em estufa a 60°C por um

periodo de 24 horas até que toda a dgua contida nas amostras fosse evaporada. Apos este

periodo, as formas de aluminio foram armazenadas em um dessecador por um periodo de 10

minutos, de forma a atingirem a temperatura ambiente sem absorverem umidade. Em seguida,

as mesmas foram novamente pesadas de modo a se obter, empregando a equacdo 5.3, a

concentracdo de so6lidos soluveis do caldo tratado (Cssct) € a concentragdo do colorante (Ccg)
nas amostras extraidas.

CP_i (g/L) — (MEi naT M i cihl (53)

Vam)stra

onde:

Cp ;: concentragdo de solidos soluveis do caldo tratado (Cp ssct) ou do colorante extraido
(Cp_cp) (g L.

Myniciar- Massa da mini forma de aluminio vazia (g).

MEinq: Massa da mini forma de aluminio contendo colorante seco (g).

Vamostra: Volume de caldo tratado ou da fragdo extraida (L).

Simultaneamente, considerando os fatores de diluicdo de cada amostra, as respectivas
absorbancias foram mensuradas por espectrofotometro UV (Ultrospec 2100 Pro, Amersham
Biosciences) no comprimento de onda de 500 nm, empregando continuamente durante todas as
leituras uma cubeta de quartzo com caminho 6ptico de 10 mm, na qual o volume de amostra

adicionado a cubeta foi de 3 mL.

Apoés a obtencdo das concentragdes de colorante e de suas respectivas absorbancias

(ABSs00), executou-se o ajuste de um modelo linear para as amostras de caldo bruto tratado e
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para as amostras resultantes do procedimento de extracao.

A relagdo linear entre concentragdo de sélidos soluveis e absorbancia do caldo tratado ¢

dada pela Equacao 5.4:

1
CP_SSCT = 2 ABSsoo_sscr (5-4)

onde:

Cp sscr: concentragdo de solidos soltveis no caldo tratado (g L™).
ABSs0_sscr: absorbancia do caldo tratado (UA).

A: constante.

A relagdo linear entre a concentracdo de colorante extraido e a absorbancia da fracao

obtida pelo procedimento de extracdo ¢ dada pela Equagdo 5.5:

1
CP_CE = ' ABSSOO_CE (5.5)

onde:

Cp cg: concentragdo de colorante na fragdo extraida (g L™).
ABSs cg: absorbancia da fragdo obtida ao final do processo de extragdo (UA).

B: constante.

Dividindo-se a Equacdo 5.4 pela Equacdo 5.5, obtém-se a Equagdo 5.6 que, ao ser
substituida na Equacdo 5.5, resulta na relacdo direta entre a absorbancia do caldo tratado

(ABSsscr) € a concentragdo de colorante na fragdo extraida (Equagdo 5.7).

Cc B ABS B C
P_SSCT 2. 500_SSCT — ABSSOO CE -2, P_CEI | ABSSOO SSCT (5.6)
CpcE A ABSso0_CE - A Cp_ssctl -
_1 B Cpcr _1 Cpcp
Crce =5 7 oo " ABSso0sscr — Cpce = 5" ¢ * ABS 500 sscT (5.7)
P_SSCTI P_SSCTI

onde:

Cp sscr: concentragdo de sélidos soltiveis no caldo tratado (g L™).

ABSs0_sscr: absorbancia do caldo tratado (UAsop).

Cp cg: concentragdo de colorante na fragdo extraida (g L™).

ABSs0_cE: absorbancia da fragdo obtida ao final do processo de extragdo (UA).

Cp cgr: concentragdo de colorante na fragdo extraida integral (g L™).
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Cp_sscri: concentragdo de s6lidos soluveis no caldo tratado integral (g L™).
A: constante.

B: constante.

Dada a dificuldade de purificacdo, isolamento e identificacdo de colorantes naturais
oriundos de microrganismos (CHEN et al., 2015; VENKATACHALAM et al., 2018) e
considerando a absorbancia uma propriedade intensiva e proporcional a concentracdo de
colorante vermelho, os calculos dos parametros de rendimento, os quais serdo apresentados a
seguir, empregardo os valores de concentracdo de colorante extraido (Cp cg), calculados por
meio da Equagdo 5.7 e dos valores de absorbancia do caldo tratado (ABS5q _sscr) aferidos a 500

nm durante os cultivos com 7. minnesotensis.

5.2.4.6. Determinagdo dos parametros de rendimento

5.2.4.6.1. Produtividade volumétrica maxima (Pp-uax) e Produtividade
especifica maxima (Ppx-max)

As produtividades volumétricas e especificas maximas foram calculadas a partir das

equacdes 5.8 € 5.9 a seguir:

_ Cpmax—Cpo
PP—MAX - thAX (58)

onde:

Pp_pax : produtividade maxima volumétrica em colorante (gp L' h'!).
Cpymax: concentragio de colorante correspondente 2 maxima absorbancia a 500 nm (gp L.
Cpo: concentracio de colorante no inicio do cultivo (gp L™).

tMAX . tempo referente a maxima produgio alcangada a 500 nm (h).

_ Cpmax —Cpo
PP/X—MAX L (5.9)
tp '(CX —Cxo)
onde:

Pp_pax : produtividade maxima especifica em colorante (gp L' hl).
Cpymax: concentracio de colorante correspondente 2 maxima absorbancia a 500 nm (gp L.

Cpo: concentragio de colorante no inicio do cultivo (gp L™!).

tﬁ“x : tempo referente a maxima produgdo alcangada a 500 nm (h).

MAX
t ~ ) A LY -
C ; : concentragio celular no momento da maxima absorbancia a 500 nm (gx L™).
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Cxo: concentracgdo celular no inicio da fase de crescimento exponencial durante o periodo sem

adig¢des de pulsos (gx L™).

5.2.4.6.2. Massa de agucar total fornecida (Myr), massa de agucar total
consumida (M ) e massa de agticar residual (Myg)

Para os calculos das quantidades de acucar total fornecida (My7) € consumida (My) no
cultivo, utilizou-se as Equagdes 5.10 e 5.11 para os ensaios conduzidos em frascos agitados e
as 5.12 e 5.13 para os ensaios conduzidos em biorreator. Quanto a quantidade de agtcar residual
ao final dos ensaios (Myg), empregou-se a Equacdo 5.14 tanto para os cultivos em frascos

agitados quanto para os em biorreator.

MET = (C§=0 ) Vctazlgo) + (‘I’l ) CS_pulso ) Vpulso) (5.10)
onde:

MZ,: massa total de agtcar fornecida no cultivo em frascos agitados (gs).
Cé=0: concentragdo de dextrose no inicio do cultivo (gsL™).

V59, volume de caldo no inicio do cultivo (L).

n: quantidade total de pulsos (-).

Cs puiso: concentracdo de dextrose no pulso (gs L.

Vouiso: volume do pulso (L).
Mie = Y (Cs i Vi ao) — Coirr * Vi aois)] (5.11)
onde:

MZE.: massa total de acticar consumido no cultivo em frascos agitados (gs).
Cs : concentragio de dextrose no caldo de cultivo equivalente a amostra i (gs L™).
VE 140 : volume de caldo de cultivo no Erlenmeyer no momento da amostragem i (L).

M: nimero total de amostras retiradas ao longo do cultivo (-).

MfT = (C§=0 ) Vctazlgo) + (F " Csp - Atalimentagéo) (5.12)
onde:

MZ,.: massa total de agucar fornecida no cultivo em biorreator (gs).
F: vazdo volumétrica de alimentagdo (L h').

Csr: concentragio de dextrose no caldo de alimentacdo (gsL™).
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At g1imentac 30+ Periodo total de alimentagdo do reator (h).

3

Mz = D 1Csi Vhiaod = Coima* Va0 )1 +
i=1
thwzzl[csi—l ) (Vcaldo i-1~ Vamostrado i—1) +F- CSF(ti - ti—l ) - CSi ) Vcaldo i] (5-13)

onde:

MZ.: massa total de acticar consumido no cultivo em biorreator (gs).

Cs : concentragio de dextrose no caldo de cultivo equivalente a amostra i (gsL™).
Veaido: volume de caldo de cultivo no biorreator no momento da amostragem 1 (L).
M: niimero total de amostras retiradas ao longo do cultivo (-).

F: vazdo volumétrica de alimentacdo (L h™).

Csp: concentragio de dextrose no caldo de alimentacio (gsL™).

t: tempo referente a amostragem i (h).

Myp = Myr — My¢ (5.14)
onde:

Myg: Massa total de acgticar residual (gs).

5.2.4.6.3. Coeficientes globais de conversdo

O coeficiente global de conversdo de substrato em produto (Yp,s) foi obtido pela

equagdo 5.15:

Mpmax—MPo
T (5.15)

Yp/s =
onde:

Yp/s: coeficiente global de conversdo de substrato a produto (gp gs .
Mpmax: Massa de colorante correspondente 8 méxima absorbancia a 500 nm (gp).
mpqy: massa de colorante no inicio do cultivo (gp).

M, : massa total de agucar consumida no cultivo (gs).

A equagdo 5.16 foi utilizada para determinacao do coeficiente global de conversao de

c€lulas a produto (Yp /x).
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YP/X :M (516)

(CXmax _CXO)
onde:
Yp/x: coeficiente global de conversdo de c€lulas a produto (gp gxh).
Cpmax: concentracdo de colorante correspondente a maxima absorbancia a 500 nm (gp L™).

Cpo: concentragio de colorante no inicio do cultivo (gp L™!).

Cxmax: concentracdo celular maxima obtida no cultivo (gx L™).

Cxo: concentragdo celular do inicio da fase de crescimento exponencial durante o periodo sem

adi¢des de pulsos (gx L.

O coeficiente global de conversdo de substrato a células (Yy/s) foi obtido pela equagéo

5.17:

Veatdo (Cxmax —C
YX/S — ld (M);C XO) (517)
onde:

Yx/s: coeficiente global de conversédo de substrato a células (gx gs™h.

Cxmax: concentragio celular maxima obtida no cultivo (gx L™).

Cxo: concentracdo celular do inicio da fase de crescimento exponencial durante o periodo sem
adigdo de pulsos (gx L.
Vealdo: volume do caldo de cultivo (L).

M, : massa total de agucar consumida no cultivo (gs).

5.2.5. Modelagem cinética do bioprocesso conduzido em biorreator e estimativa
dos parametros cinéticos de producao

Baseando-se nos melhores resultados obtidos em batelada alimentada conduzida em
biorreator, a seguinte modelagem cinética foi proposta e desenvolvida tendo como hipoteses a
glicose como o unico substrato limitante, a morte celular existente ao longo de todo o
bioprocesso € o colorante como um produto parcialmente associado ao crescimento. Além
disso, os balangos de massa para células (X), substrato (dextrose: S) e produto (colorante: P),
foram realizados considerando o processo em batelada alimentada a volume constante. As
Equagdes 5.18 a 5.20 descrevem as variagdes das concentragdes de X, S e P ao longo do cultivo

em batelada alimentada.
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ac

O = (u=lm = D) Gy (5.18)
dac -C

d—jzn-(csp—cs)—’y’x—/’; (5.19)
L=ty Cx=D- Cp=(a-u+p) Cx—D- Cp (5.20)
onde:

Cy: concentragio celular (gx L™).

u: velocidade especifica de crescimento celular (h™).

k,,: constante de morte celular (h™).

D: taxa de dilui¢do (h™).

Cs: concentracdo de substrato (glicose) (gs L™).

Csr: concentragio de substrato alimentado (gs L™).

Yx/s: coeficiente de rendimento de substrato a células (gx gs .
Cp: concentragio de colorante (gp L™).

wp: velocidade especifica de produgio (h™).

a.: constante de formacdo de produto associada ao crescimento (gp gx™').

B: constante de formagcdo de produto (gp gx ! h).

Para velocidade especifica de crescimento celular (i), empregou-se o modelo cinético

de crescimento de Contois, dado pela equagao 5.21, onde para os parametros W,,, kK, € Ksy,

foram empregados os valores previamente estimados por Sousa (2018), conforme mostrado na

Tabela 5.5.

_ Cs
K= Hm Ksx'Cx+Cs

onde:

Kgx: constante de Contois (gs gx™).

I, velocidade especifica maxima de crescimento celular (h™).

(5.21)
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Tabela 5.5- Parametros cinéticos de crescimento celular.

Parametros Cinéticos de Crescimento

Celular
L (1 0,0953+ 0,0021
Ksx (gsgx™) 0,424 + 0,025
km (B 0,00287 + 0,00031

Fonte: Sousa (2018).

De modo a estimar os parametros cinéticos de producao (a e ), utilizou-se como rotina

de otimizagao o algoritmo genético, cujos os parametros utilizados no ajuste do modelo aos

dados experimentais estdo apresentados na Tabela 5.6.

Tabela 5.6- Parametros do algoritmo genético empregado na modelagem.

Parametros do Algoritmo Genético

Numero de individuos da populacao 100
Probabilidade de cruzamento 0,7
Probabilidade de mutagao 0,1
Numero de geragoes 20

Fonte: Veloso (2019).

Juntamente ao algoritmo genético, empregou-se o algoritmo de Runge-Kutta para
solugdo numérica do sistema de equacdes diferenciais (Equacdes 5.18 a 5.20). Os algoritmos
foram implementados no software Scilab versdo 6.1.1 e utilizaram como critério de otimizagao

para o ajuste dos parametros, a minimizagao da soma dos quadrados dos residuos

5.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1. Determinacio da relaciao entre absorbancia (UA) e concentracio de
colorante (gp L)

Visando ter uma melhor compreensdo dos ensaios em termos de produtividade e
rendimento, buscou-se obter inicialmente, baseando-se na Lei de Lambert—Beer, uma relacao
entre as absorbancias aferidas no decorrer dos ensaios e suas respectivas concentragdes de

colorante, conforme descrito na se¢ao 5.2.4.5.

Com base nas amostras do caldo de cultivo de um dos ensaios em batelada convencional
conduzido em biorreator, ap6s a obtencao da concentragdo de sélidos soluveis do caldo tratado

(Cp ssct — g L), da concentragdo de colorante da fragdo obtida ao final do procedimento
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sequencial de extracdo liquido-liquido (Cp ce— g L) e das respectivas absorbancias a 500 nm
(ABSs00 — UA) dessas amostras, realizou-se, sobre os dados experimentais, o ajuste de um
modelo linear das concentracdes de produto (Cp ssct ou Cp ce) em funcdo da absorbancia

(ABSs00).

A Figura 5.12 ilustra os resultados dos ajustes obtidos para o caldo tratado (CT) e para

o caldo extraido (CE).

Figura 5.12- Ajuste do modelo linear aos dados experimentais de concentragao de solidos
soluveis no caldo tratado (Cp ssct) ou concentragdo de colorante no caldo extraido (Cp cg) em

funcao da ABSsoo.
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Os valores dos coeficientes lineares obtidos por meio dos ajustes, juntamente com os
resultados de absorbancia e de concentragdo de colorante em g L' das amostras integrais, ou
seja, das amostras cuja o fator diluicdo foram iguais a 1, foram correlacionados de modo a se
obter a equagdo 5.7, correspondente a relagdo direta entre a concentragdo de colorante extraido

(Cp cg) e a absorbancia do caldo tratado (ABSso0 sscr).
CP_CE - 0,2275 : 0,8302 * ABSSOO_SSCT = O, 1889 - ABSSOO_SSCT (57)

Posteriormente, de modo a validar a relagao obtida, cerca de 1,5 L de caldo tratado
proveniente de um novo ensaio em batelada convencional conduzido em biorreator, foi

submetido as etapas de extracdo liquido-liquido ja mencionadas (seccao 5.2.4.5), e
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sequencialmente ao processo de liofilizagdo, no qual resultou em uma massa de colorante de

10,52 gp.

Sendo a absorbancia do caldo tratado a 500 nm de 45,74 + 0,83 UA, a concentragao
calculada empregando a equagdo 29 foi de 8,64 gp L', a0 passo que a concentragio a
concentragio real obtida foi de 7,01 gp L''. Embora, as concentragdes, experimental e calculada,
tenham apresentado uma diferenca de 1,58 gp L', essa diferenca observada provém
possivelmente de perdas existentes tanto nas etapas de extracdo quanto no processo de
liofiliza¢do. Entretanto, de modo geral, a curva obtida se apresentou satisfatoria para se
estabelecer a relacdo entre a absorbancia do caldo tratado (ABSso0 ssct) € a concentragdo de

colorante extraido (g L™).

5.3.2. Producio de colorante em frascos agitados

5.3.2.1. Cultivos continuos com alimenta¢do intermitente de meio de cultura
suplementar

Inicialmente, visando avaliar o comportamento do processo com alimentagdo
intermitente, foram realizados 3 cultivos simultaneos, sendo uma batelada convencional (BC)
e dois cultivos continuos com alimentagdo intermitente de 2 diferentes meios suplementares,
sendo um composto por dextrose (21 g L) e peptona de soja (10,5 g L) e o segundo cultivo

adicionando pulsos constituidos apenas por dextrose (21 g L™).

As Figuras 5.13 a 5.15 ilustram os perfis de consumo de dextrose e de crescimento
celular ao longo do tempo, ambos associados com o perfil de produgdo de colorante ao longo
dos respectivos cultivos: batelada convencional (BC) e cultivos continuos com alimentacao

intermitente de meio Saboraud (CPS) e solugao de dextrose (CPD).
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Figura 5.13- Perfis de crescimento celular, de consumo de substrato e de producao de

colorante vermelho no cultivo em batelada convencional (BC) em frascos agitados.
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Figura 5.14- Perfis de crescimento celular, consumo de substrato e producdo de colorante

vermelho no cultivo com alimentagao intermitente de meio Saboraud (CPS) em frascos
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Figura 5.15- Perfis de crescimento celular, consumo de substrato e producdo de colorante

vermelho no cultivo com alimentagao intermitente de solugdo de dextrose (CPD) em frascos

agitados.
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Conforme ilustrado nas Figuras 5.13 a 5.15, o consumo de dextrose em todos os trés
ensaios durante as primeiras 40 horas de cultivo foi aproximadamente igual, atingindo uma

velocidade média de consumo de dextrose (1s) de cerca de 0,34 gL' h'!.

A igualdade observada entre as velocidades médias de consumo de dextrose (rs) durante
as primeiras 40 horas, se deve ao fato de que nesse periodo a concentragdo celular (Cx) se
apresentou proxima nos trés ensaios, na ordem de 7,0 g L™!. Entretanto, no periodo posterior ao
inicio de adi¢ao dos pulsos, verificou-se que o cultivo alimentado com o meio Saboraud (CPS)
atingiu uma concentracdo celular final de cerca de 13,0 gx L', enquanto que no cultivo
alimentado com solucao de dextrose (CPD), Cx manteve-se praticamente constante, na ordem

de 8,0 gx L', assim como a batelada convencional (BC).

A diferenca entre os valores de concentragdo celular, principalmente nos dois ensaios
com alimentac¢do pulsada (CPS e CPD) esta de acordo com o reportado por Chen et al. (2015),
onde ao avaliarem a producao de colorante por Monascus anka em cultivos de alta densidade
celular, verificaram que a concentragdo celular em cultivos empregando pulsos constituidos de
fonte de carbono e nitrogénio foi cerca de 25% maior que as obtidas empregando pulsos
constituidos apenas de fonte de carbono. Esta diferenca de concentragdo celular estd

possivelmente vinculada ao fato de que o nitrogénio juntamente com o foésforo sdo elementos
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majoritarios na composicdo das membranas celulares e dos acidos nucleicos. Sendo assim, a
adicao da fonte de nitrogénio associada a fonte de carbono tende, portanto, a favorecer o
crescimento celular e, consequentemente, influenciar na velocidade de consumo da fonte de

carbono.

Embora o ensaio alimentado intermitentemente com meio Saboraud (CPS) tenha
apresentado uma concentragdo celular cerca de 63% maior frente aos demais ensaios, em termos
de producao de colorante vermelho observou-se uma tendéncia contraria, na qual a producao
nos ensaios alimentados com meio Saboraud (CPS) e solugdo de dextrose (CPD) foram
aproximadamente metade do valor obtido no cultivo convencional em batelada (BC), como

mostrado na Tabela 5.7.

Tabela 5.7- Parametros cinéticos e de rendimento referentes a producgao de colorante
vermelho ao longo dos ensaios realizados visando a avaliagdo do comportamento dos cultivos

com alimentagdo intermitente de meio suplementar (Saboraud ou solucao de dextrose).

Cultivo Cultivo com Cultivo com
convencional alimentacio de alimentacao de
em batelada  meio Saboraud solucio de

(BO) (CPS) Dextrose (CPD)

ABSmax 500nm (UA) 39,57+ 5,33 21,62 +£2,01 17,39 + 0,88

Cpmax 500nm (gp L) 7,47 + 1,01 4,08 £0,38 3,29+0,17
Prmax (ge LT hY) 0,103 0,060 0,041
Pr/x-max (gp g« h1) 0,017 0,008 0,006
Yess (gp gs™!) 0,414 0,141 0,126
Yex (gp gx) 0,817 0,343 0,442
Yxss (gx gs™) 0,506 0,411 0,284

F
Mar (29 0,901 £0,0297 1,670+ 0,0618 1,630+ 0,0424

Mar (gs) 0,001 0,243 0,399

Fonte: Acervo pessoal do autor.

Observando a Tabela 5.7 e as Figuras 5.13 a 5.15, considerando a quantidade de dextrose
fornecida por cultivo (My), a concentragdo celular e a produgdo méxima de colorante
alcancadas, verificou-se que a sintese deste tipo de metabolito secundario, como ja amplamente
relatado na literatura (BRAKHAGE, 2013; CALVO et al., 2002; DEMAIN, 1986; KRAIRAK
et al., 2000), estd mais associada a uma questdo metabolica do que propriamente a uma
limitag@o por substrato. Ao se comparar o cultivo convencional em batelada (BC) ao cultivo

alimentado com o meio Saboraud, cuja produgao de colorante foi maior dentre os dois cultivos



Capitulo 5. Estratégia de cultivos em diferentes modos de operagdo 154

com alimentacdo intermitente, verificou-se que embora no cultivo alimentado com o meio
Saboraud tenha sido empregado cerca de 85% a mais de substrato frente ao cultivo
convencional, analisando o coeficiente de rendimento global de conversdao de substrato a
colorante (Ypss) foi observado que o cultivo alimentado com meio de cultura Saboraud (CPS)

apresentou um rendimento cerca de 66% menor que o cultivo convencional em batelada (BC).

Embora o cultivo em batelada convencional (BC) tenha inicialmente se mostrado como
uma estratégia mais promissora para obten¢do de colorante vermelho, elementos como o inicio
de alimentacdo dos pulsos e a quantidade de agucar residual sdo fatores que, segundo Krairak
et al. (2000), podem influenciar negativamente a produgao de colorante ao longo dos cultivos

com alimentagdo de meio suplementar.

Além disso, também foi possivel verificar que os ensaios com alimentagao intermitente
apresentaram uma faixa de 15 a 24% de acucar residual ao final do processo, demonstrando que
a quantidade de dextrose alimentada foi superior a capacidade de consumo do microrganismo.
Quando comparados os ensaios com alimentacdo intermitente, observou-se que no cultivo

alimentado com o meio Saboraud (CPS), embora tenha sido empregada uma maior quantidade

de dextrose total (Mfﬁ?PS ), 0 mesmo apresentou 39% menos actcar residual e uma producdo

de colorante 1,24 vezes superior ao cultivo alimentado com solu¢do de dextrose (CPD). Ou

seja, dentre os cultivos com alimentagdo intermitente, verificou-se que o cultivo CPS, o qual

apresentou uma menor quantidade de actcar residual (METCPS) ao final do processo, também

resultou em uma producao de colorante relativamente maior e mais avermelhada, como ilustram

as Figuras 5.16 ¢ 5.17.
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Figura 5.16- Coloragéo final dos Figura 5.17- Variag¢ao dos espectros de
sobrenadantes referentes aos cultivos varredura referente aos cultivos
alimentados com o meio Saboraud (CPS), alimentados com meio Saboraud (CPS),
com solugdo de dextrose (CPD) e o com solugdo de dextrose (CPD) e
convencional em batelada (BC). convencional em batelada (BC).
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Ao se comparar qualitativamente as coloragcdes dos metabdlitos secundarios obtidos ao
final de cada ensaio, bem como seus respectivos espectros de absorbancia, com base nas Figuras
5.16 e 5.17, observou-se que o cultivo alimentado com solugdo de dextrose (CPD) tendeu-se a
formar um colorante mais alaranjado, cuja a absorbancia méxima foi em torno de 480 nm,
diferentemente dos cultivos convencional em batelada (BC) e alimentado com meio Saboraud
(CPS), cujos os colorantes mais avermelhados apresentaram maxima absorbancia na faixa de
500 nm, comprimento este caracteristico de colorantes vermelhos (CHATTERIJEE et al., 2009;

CHRISTIE, 2001; SINGH et al., 2015).

Diante dos resultados obtidos nos cultivos continuos intermitentes, verificou-se que a
composi¢ao do meio de suplementacdo tende a influenciar na variedade do colorante natural
produzido e, além disso, observou-se que o emprego da estratégia de cultivo continuo com
alimentag¢des intermitentes, no qual se objetivava manter a concentragdo da fonte de carbono e,
consequentemente, a velocidade de consumo de dextrose em patamares baixos de forma a
garantir a vitalidade do microrganismo e estimular a sintese do metabolito secundario, a
principio se apresentou como uma estratégia de baixo desempenho, possivelmente devido ao
tempo de inicio da alimentagdo e a quantidade de fonte de carbono alimentada ao sistema pelos
pulsos, visto o expressivo acimulo de actcar residual ao final do processo, o qual demonstra
que a concentragdo de fonte de carbono alimentada foi superior a capacidade de assimilagao

pelo microrganismo.
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Portanto, de modo a ajustar o fornecimento da fonte de carbono ao longo da alimentacao
e da concentracdo de dextrose alimentada, bem como obter uma composi¢do de meio que
favorecesse a producdao de colorante natural vermelho a 500 nm, novos ensaios continuos
intermitentes empregando diferentes composicoes de solugdo de alimentagao foram realizados
visando minimizar a quantidade de agucar no caldo e garantir a manutencdo da concentracao
da fonte de carbono em niveis baixos de forma a estimular a produgdo do biocolorante

vermelho.

5.3.2.2.  Avaliagao da influéncia da composi¢ao do meio de alimentacdo

Visando minimizar as influéncias da quantidade de acucar residual e do tempo de inicio
de alimentagdo dos pulsos, bem como avaliar a composicao do meio de alimentagdo mais
favoravel a producao de colorante vermelho a 500 nm, realizou-se um novo conjunto de ensaios

continuos de alimentagdo intermitente empregando diferentes composi¢des de solugdo pulso.

As Figuras 5.18 a 5.22 ilustram os perfis de crescimento celular (Cx), de consumo de
substrato (Cs) e produgdo de colorante vermelho (ABSsoonm) nos ensaios convencional em
batelada (BC) e continuos alimentados de forma intermitente com pulsos de meio Saboraud

(CPS1, CPS2 e CPS3) e apenas com peptona (CPP).

Figura 5.18- Variagdes de concentragdes de glicose (Cs) e de biomassa (Cx) e produgao de

pigmento (ABSso0nm) no cultivo convencional em batelada (BC).
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Figura 5.19- Variagdes de concentragdes de glicose (Cs) e de biomassa (Cx) e producao de

pigmento (ABSsoonm) obtidas no cultivo continuo alimentado de forma intermitente com o

meio Saboraud 1 (CPS1: 21,0 g L' de dextrose e 10,5 g L*! de peptona de soja).
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Figura 5.20- Variagdes de concentragdes de glicose (Cs) e de biomassa (Cx) e produgao de

pigmento (ABSsoonm) obtidas no cultivo continuo alimentado de forma intermitente com o

meio Saboraud 2 (CPS2: 10,5 g L™ de dextrose e 5,25 g L'! de peptona de soja).
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Figura 5.21- Variagdes de concentragdes de glicose (Cs) e de biomassa (Cx) e producao de

pigmento (ABSsoonm) obtidas no cultivo continuo alimentado de forma intermitente com o

meio Saboraud 3 (CPS3: 10,5 g L' de dextrose e 10,5 g L*! de peptona de soja).
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Figura 5.22- Variagdes de concentragdes de glicose (Cs) e de biomassa (Cx) e producao de

pigmento (ABSsoonm) obtidas no cultivo continuo alimentado de forma intermitente com meio

Cslgs L) e Cy (g, L)

a base de peptona (CPP: 10,5 g L! de peptona de soja).
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Com base nas Figuras de 5.18 a 5.22, verificou-se que o crescimento celular no cultivo
alimentado com meio Saboraud 1 (CPS1), o qual corresponde ao cultivo alimentado com meio
Saboraud da se¢do 5.3.2.1, ocorreu durante o periodo de adicao dos pulsos, atingindo uma
concentragdo maxima de aproximadamente 12,0 gx L''. Nos demais ensaios com alimentacio
intermitente, a Cx manteve-se praticamente constante e igual ao cultivo convencional em

batelada, alcangando concentragdes maximas de células na faixa de 8,0 2 9,0 gx L.

Quanto a producdo de colorante vermelho, observou-se que, embora tenha realizado a
alteracdo do tempo de inicio das adi¢des de pulso e, consequentemente, a quantidade de agtcar
residual ao final do processo tenha sido praticamente nula no cultivo pulsado com meio
Saboraud 1 (CPS1), as alteracdes realizadas na conducao do processo ndo resultaram em
melhorias expressivas na producdo de colorante vermelho, mantendo-se uma produtividade
maxima volumétrica em colorante semelhante ao obtido no ensaio descrito na se¢ao 5.3.2.1, de

0,060 gp L' h'!, como mostrado na Tabela 5.8.
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Tabela 5.8 - Parametros cinéticos e de rendimento referentes a producdo de colorante

vermelho ao longo dos ensaios realizados visando a avaliagdo da composi¢do da solugdo

pulso.
Cultivo Cultivo Cultivo
Cultivo Cultivo alimentado alimentado alimentado
convencional alimentado de de pulsos de de pulsos de de pulsos
em batelada pulsos de meio meio meio de meio a
(BC) Saboraud 1 Saboraud 2 Saboraud 3 base de
(CPS1) (CPS2) (CPS3) peptona
(CPP)
ABSMAX500n
UA) | STASEAAL 26942058 35694154 3642012 3381+334
Cp(ltga:XLS-‘I‘)’“'“ 7,07+0.83  509+0,11  674+029  688+002 6,39 +0,63
(gf"L“_“;‘l’l‘_l) 0,084 0,060 0,070 0,071 0,076
(gPP"gf‘f‘;’fl) 0,012 0,007 0,008 0,008 0,011
(gfg:_l) 0,343 0,167 0,263 0,266 0,311
(gffg;x_ 1) 0,939 0,470 0,783 0,776 0,866
(gZ’g“:_l) 0,366 0,356 0,336 0,343 0,359
F
Mar(85) 1,030,052  1,68£0,086  1,37+0,040 1,31£0,051 1,06+ 0,025
MAaR (gs) 0,002 0,025 0,091 0,023 0,036

Fonte: Acervo pessoal do autor.

Com base na Tabela 5.8, também foi possivel verificar que o cultivo alimentado com o
meio Saboraud 1 (CPS1), no qual se empregou-se pulsos de 21,0 g L™! de dextrose e 10,5 g L™!
de peptona, apresentou uma producdo de colorante vermelho cerca de 28% menor que a
observada na batelada convencional (BC). Isto possivelmente pode estar associado a elevada
concentragdo de dextrose na solugao pulso, visto que os demais ensaios pulsados empregando
metade da concentracdo de dextrose utilizada no cultivo alimentado com meio Saboraud 1
(CPS1) obtiveram produgdes de colorante vermelho proximas a obtida no cultivo convencional

em batelada (BC).
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Ao se comparar os 4 tipos de ensaio com alimentagdes intermitentes de diferentes meios
de cultura, foi observado que o ensaio CPS1 resultou em uma produgdo de colorante cerca de
17% inferior aos ensaios CPS2, CPS3 e CPP onde, embora as producgdes tenham se apresentado
semelhantes, os trés ensaios se distinguiram quanto a consisténcia do caldo de cultivo, uma vez
que no decorrer do cultivo CPP foi observado que apds o esgotamento da fonte de carbono, o
caldo se tornou cada vez mais fluido. Esta alteracao na consisténcia do caldo de cultivo, segundo
Badino, Facciotti e Schmidell (1997), tende a ser resultante do esgotamento da fonte de carbono,
visto que ao estudarem o desempenho de um sistema on-line de monitoramento continuo da
reologia empregando o cultivo em batelada convencional com Aspergillus awamori,
verificaram que ap6s o completo consumo da fonte de carbono, o indice de consisténcia do

caldo de cultivo (K) relacionado com a saude estrutural do micélio, diminuiu instantaneamente.

Além disso, ao analisar-se os ensaios CPS2 e CPS3, cujos pulsos apresentaram a mesma
concentracao de dextrose e metade da concentragdo de peptona de soja, observou-se que embora
a quantidade de peptona de soja adicionada via pulsos tenha sido diferente entre os cultivos,

ambos apresentaram caldos com consisténcias semelhantes.

Desta forma, o esgotamento da fonte de carbono no meio somado a composi¢ao do pulso
alimentado no ensaio CPP, contribuiram para uma perda de vitalidade das células, tornando-as

mais suscetiveis a fragmentacao, favorecendo uma possivel liberagao de colorante intracelular.

Logo, a adi¢ao de pulsos contendo peptona de soja pode estar mais vinculada ao tipo de
colorante sintetizado, do que propriamente a quantidade de colorante produzido, visto que como
observado na se¢do 5.3.2.1, a auséncia de peptona resultou em um colorante mais alaranjado,
enquanto que nos ensaios contendo pulsos de dextrose e peptona, o colorante tendeu a se
apresentar mais avermelhado. Quando avaliados os ensaios CPS2, CPS3 e CPP, verificou-se
que em termos de quantidade maxima de colorante produzido (ABSmax 500nm), 0s trés ensaios
resultaram em uma producao praticamente igual, cuja coloracdo avermelhada se apresentou a
mesma, diferenciando-se apenas na consisténcia do caldo, onde na auséncia de adi¢do de

dextrose (CPP), o caldo se apresentou menos consistente (mais fluido).

Ao se comparar-se os ensaios CPS2, CPS3 e CPP com o cultivo convencional em
batelada, foi observado que embora a quantidade final de colorante vermelho dos ensaios
alimentados com pulsos nao tenha sido tao alta frente ao cultivo em batelada, ao se verificar o
perfil de produg¢ao de colorante nos ensaios CPS2 (Figura5.20) e CPS3 (Figura 5.21), observou-
se resultados promissores, visto que a producdo de colorante vermelho permaneceu em

ascensao até término do cultivo.
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Diante dos resultados promissores obtidos nos ensaios continuos intermitentes
empregando os meios de suplementa¢ao Saboraud 2 e 3 (CPS2 e CPS3) compostos de dextrose
e peptona de soja, verificou-se que o espacamento de 12 horas de alimentacdo da solugao
suplementar, assim como a concentragdo reduzida de dextrose adicionada ao sistema, quando
comparado ao cultivo intermitente suplementado com meio Saboraud 1 (CPS1), resultaram em
uma quantidade de actcar residual ao final do processo nula e na baixa concentracio de dextrose
ao longo do cultivo, na ordem de 2,0 g L}, o que contribui para manutencio da vitalidade do
microrganismo, bem como para produc¢ao de colorante vermelho, de acordo com o perfil

ascendente ao longo de todo o ensaio.

Portanto, visando manter os resultados obtidos com o emprego do cultivo continuo
intermitente, porém objetivando-se eliminar a retirada e adi¢do de volumes expressivos de caldo
e de meio de suplementagdo, novos ensaios em batelada alimentada intermitente com a adi¢ao
de menores volumes de meio de suplementagao concentrado (Saboraud 2) foram realizados
visando avaliar a potencial producdo de colorante vermelho em ensaios mais prolongados,
mantendo-se o baixo nivel de fornecimento da fonte de carbono de modo a estimular a produgao
do metabolito secundario. Ressalta-se que a composicdo do meio de suplementacao
concentrado utilizado neste novo ensaio foi determinada baseando-se no pertfil ascendente de

producao de colorante vermelho, bem como na menor concentragao de peptona de soja.

5.3.2.3. Cultivos em batelada alimentada com alimentagdo intermitente de meio
de cultura suplementar

Com base nos resultados previamente obtidos e buscando uma maior produgdo de
colorante vermelho possivel empregando a batelada alimentada intermitentemente com pulsos,
realizou-se um novo ensaio adicionando pulsos de 500 pl. de meio suplementar mais

concentrado, constituidos de 238,0 g L' de dextrose e 119,0 g L™! de peptona de soja.

Os perfis de crescimento celular (Cx), de consumo de substrato (Cs) e de producdo de
colorante vermelho (ABSs00nm) obtidos no cultivo convencional em batelada (BC) abordada na
secdo 5.3.2.2, bem como no cultivo batelada alimentada com pulsos concentrados (BPC) estao

ilustrados nas Figuras 5.23 e 5.24, respectivamente.
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Figura 5.23- Variag¢des das concentracdes de glicose (Cs) e biomassa (Cx) e de produgdo de

pigmento (ABSsoonm) a0 longo do cultivo convencional em batelada (BC).

220

180.0
170.0
160.0
150.0
140.0

S
‘I\ -
C LA -
. P
i '}ivx/ - B §«~’;i ]
i A m - )
‘- p ]
- /“ o i“‘i‘*\\~-—g
) T ]
PN Py N i | 1 | " | i I _wm | ah
0 8 16 24 32 40 48 56 64 72 80 88 96
Tempo (h)
~A-C(g L") -m--CIf(ggL") --e--ABSE (UA)

100.0
90.0

Absorbancia, , (UA)

30.0
20.0

1100

Figura 5.24- Varia¢des das concentracdes de glicose (Cs) e de biomassa (Cx) e produgdo de

pigmento (ABSs00nm) a0 longo do cultivo em batelada alimentada com pulsos de meio de

Cslgs L) e Cy(gy L)
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Através da analise da Figura 5.24, observou-se que que o cultivo apresentou um

crescimento celular na fase inicial de adi¢do de pulsos, atingindo uma concentragdo de células
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de aproximadamente 14,0 gx L™ por volta de 144 horas de cultivo, a qual se manteve constante

até o seu término.

Além disso, também foi possivel verificar que, embora a concentragdo celular do ensaio
em batelada alimentada com pulsos de meio de cultura concentrado (BPC) tenha sido cerca de
75% superior a concentragdo celular alcangada com o cultivo convencional em batelada (BC),
o crescimento celular no ensaio BCP se deu majoritariamente durante o periodo sem adi¢do de
pulsos, sendo o periodo conduzido em batelada alimentada com pulsos responsavel apenas por
cerca de 35% da concentragdo celular final alcancada. Ou seja, a adi¢do de pulsos mais
concentrados se destinou principalmente & manutencao celular no decorrer do ensaio, visto que
a partir de 144 horas de cultivo, verificou-se uma manuten¢ao da concentragao de células e um

aumento gradual da producao de colorante (JIANG et al., 2017).

Ao se analisar o perfil de producdo de colorante de ambos ensaios, observou-se que o
ensaio conduzido em batelada alimentada com pulso de meio concentrado (BPC), assim como
ja verificado na secao 5.3.2.2, apresentou um perfil de producao de colorante ascendente no
decorrer de todo o cultivo, ao passo que o ensaio convencional conduzido em batelada (BC)
apresentou uma estabilizacdo da produ¢do de colorante por volta de 84 horas de cultivo. Além
disso, segundo mostrado na Tabela 5.9, foi possivel verificar que embora o cultivo em batelada
convencional (BC) tenha apresentado uma produtividade volumétrica maxima (Ppmax)
aproximadamente 24% superior a batelada alimentada com pulso de meio concentrado (BPC),
em termos de produgdo o cultivo em batelada convencional se apresentou cerca de 56% inferior
a batelada alimentada (BPC), o que demonstra que a estratégia de batelada alimentada foi

promissora para a producao de biocolorantes.

Resultados semelhantes foram observados por Krairak ef al. (2000), que ao buscarem a
maximizagdo da producdo de pigmento amarelo empregando a linhagem Monascus sp.,
verificaram que embora a obtengdo da maxima producao de colorante em batelada alimentada
tenha sido alcangada no dobro do tempo em relagdao ao cultivo convencional em batelada, a
maxima producdo alcan¢ada no cultivo em batelada alimentada foi cerca de 85% maior que a

obtida em batelada convencional.
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Tabela 5.9- Parametros cinéticos € de rendimento referentes aos cultivos convencional em

batelada (BC) e em batelada alimentada com pulsos de meio de cultura concentrado

(BPC).
Cultivo em Cultivo em batelada
batelada alimentada com pulsos de
(BO) meio concentrado (BPC)
ABSMmax 500nm (UA) 37,45 £ 4,41 85,96 + 8,52
CpMAX 500nm (gp L) 7,07 £0,83 16,24 + 1,61
Ppmax (gp LTh) 0,084 0,068
Pr/x max (gp gx! hl) 0,012 0,005
Yess (gp gs) 0,343 0,347
Yex (gp gx!) 0,939 1,131
Yxis (gx gsh) 0,366 0,307
M (25) 1,029 3,05
MaRr (gs) 0,002 0,02

Fonte: Acervo pessoal do autor.

Diante dos resultados obtidos, o cultivo em batelada alimentada (BPC) empregando
238,0 g L! de dextrose e 119,0 g L' de peptona de soja, embora tenha apresentado uma
produtividade volumétrica maxima (Ppmax) inferior a do cultivo convencional em batelada
(BC), as condigdes se mostraram promissoras para a validagdo em biorreatores, onde se tem
melhores condi¢des de transferéncia de oxigénio e homogeneizacdo do caldo, visto que por
meio da manutencao do baixo nivel de dextrose, conseguiu-se manter o equilibrio entre o
fornecimento de substrato e a capacidade de assimilagdo do microrganismo, resultando em uma
manuten¢ao da concentragdo e da vitalidade celular e um notorio perfil ascendente de producao
do biocolorante ao longo de todo o cultivo conduzido em frascos agitados, alcangando uma

producao maxima 2,3 vezes superior a obtida em batelada convencional (BC).

5.3.3. Cultivos em batelada alimentada em biorreator

Baseado nos resultados obtidos em incubador rotativo em batelada alimentada com
adicao de pulsos com meio concentrado (BPC), foram desenvolvidos ensaios em biorreator de
bancada empregando o mesmo modo de operagdao para a produgdo de colorante por T.

minnesotensis.

Conforme descrito na se¢ao 5.2.3.2, foram realizados um total de 10 cultivos em

batelada alimentada em duplicata, nos quais além da comparacao entre a batelada convencional
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e batelada alimentada, também foram avaliadas as influéncias da vazdo volumétrica de
alimentagdo de meio (F) e da concentragdo de substrato no meio de alimentagdao (Csr),
mantendo-se fixa a propor¢ao massica entre glicose e peptona de soja de 2:1 no meio de cultura

de alimentagao (suplementar).

A Figura 5.25 ilustra os perfis de concentragdo celular ao longo dos 10 cultivos

realizados em biorreator tipo tanque agitado.

Figura 5.25- Perfis de crescimento celular ao longo dos cultivos conduzidos em biorreator em
batelada convencional ¢ em batelada alimentada sob diferentes condi¢des de alimentagdo de

substrato: (A) F.Csr =1,2 gs h™!, (B) F.Csr =0,6 gs h™! e (C) F.Csr =2,4 gs h™.
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Analisando-se os perfis de concentracdo celular (Cx), observa-se que os ensaios
conduzidos com F.Csp= 0,6 g h'! (Figura 5.25B) apresentaram perfis de concentracio celular
estaveis apos o inicio da alimentacdo (36 h), atingindo uma concentracdo maxima de células
variando na faixa de 8,0 a 13,0 g L"'. Nos demais ensaios conduzidos com F.Csp= 1,2 g h'!
(Figura 5.26A) e 2,4 g h'! (Figura 5.25C), verificou-se uma concentracdo celular maxima
variando entre 13,0 e 22,0 g L*! para ambos produtos F.Csr. A diferenga observada entre os

perfis de crescimento celular e as concentragdes maximas de células entre os ensaios com
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vazdes massicas de alimentagdo (F.Csr) diferentes, esté relacionada possivelmente a quantidade
total de substrato fornecido e a capacidade de metabolizagdo do substrato pelas células. Nos
ensaios FB1 e FB2, com fornecimentos totais de substrato cerca de 1,5 (FB2) e 2,4 (FB1) vezes
superiores ao ensaio FB4, verificou-se uma semelhanca nos perfis de crescimento celular e na

concentra¢io méaxima de células foi em torno de 13,0 gx L.

Ao se comparar a concentracdo maxima de células dos ensaios em batelada alimentada
com a concentracdo maxima de células obtida no ensaio em batelada convencional, verificou-
se que a depender das condi¢des de alimentacdo, as concentragdes maximas de células obtidas
nos ensaios em batelada alimentada foram iguais ou até 2,5 vezes superiores a maxima

concentracao celular alcangada na batelada convencional.

Diferentemente do observado para os perfis de concentracdo celular, os perfis de
produgdo de biocolorante ilustrados na Figura 5.26 mostram a superioridade de todos os

cultivos conduzidos em batelada alimentada frente a batelada convencional.

Figura 5.26- Perfis de producdo de colorante ao longo dos cultivos conduzidos em batelada
alimentada sob diferentes condi¢des de alimentacdo em relagdo a maxima produgdo obtida no

cultivo em batelada convencional.
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Ao se analisar os perfis de producdo de colorante verificou-se que os ensaios conduzidos
em batelada alimentada, independentemente da condi¢do de alimenta¢do, alcangaram
producdes maximas de colorante cerca de 2 a 5 vezes superiores a batelada convencional,
demonstrando ser a batelada alimentada uma estratégia promissora para a sintese de

biocolorante vermelho por 7. minnesotensis.

Os resultados obtidos encontram-se em concordancia com o observado para outros
biocolorantes quando empregado a estratégia de batelada alimentada. Embora a quantidade de
trabalhos empregando a estratégia de batelada alimentada na producdo de biocolorantes por
fungos filamentosos em biorreatores sejam escassos, a maioria dos trabalhos existentes relatam
ganhos expressivos, variando de 35 a 85% em termos de producdo de biocolorante frente aos
cultivos conduzidos em batelada convencional (CHEN et al., 2021; KRAIRAK et al., 2000;
SANTERRE et al., 1995).

Por meio de uma anélise mais pontual dos resultados ilustrados na Figura 5.26, tem-se
que dentre os 9 ensaios conduzidos como batelada alimentada em diferentes condigdes de
alimentacdo, os ensaios FB3, FB4 ¢ FB6 foram os que apresentaram os resultados mais
expressivos em termos de producdo de colorante, sendo cerca de 30 a 160% superiores aos

demais ensaios conduzidos em batelada alimentada.

Diante dos perfis de produgdo sugere-se, conforme ilustrado na Figura 5.27, que o
bioprocesso de sintese de colorante por 7. minnesotensis tende a alcancar sua maxima producao
no modo de cultivo em batelada alimentada em uma faixa especifica de vazao volumétrica de
alimentacdo (F) e de concentragdo de substrato no meio alimentado (Csr), de modo que o
processo de assimilagdo e metabolizag¢do dos nutrientes fornecidos as células se deem de forma

equilibrada e eficaz.



Capitulo 5. Estratégia de cultivos em diferentes modos de operagdo 169

Figura 5.27- Influéncia da vazao maéssica de nutrientes (F.Csr) na maxima producao de
colorante (ABSmax soonm) em diferentes vazdes volumétricas de alimentacgao (F) e

concentracdes de substrato no meio suplementar (Csr).
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Conforme ilustrado pela Figura 5.27, o bioprocesso tende a apresentar sua eficiéncia
maximizada em uma faixa de produto F.Csr proxima a 1,2 gs h'. Condi¢des muito superiores
a esta faixa de operacdo, como observado nos ensaios cujo produto F.Csr foi igual a 2,4 gs h™!,
embora a produgdo de colorante ainda tenha se apresentado cerca de 2,0 vezes superior a
batelada convencional, em termos de conversdo global de substrato em produto (Ypss: Figura
5.28C) verificou-se uma queda na ordem de 48,0% quando comparado a batelada convencional.
Além disso, a quantidade de agticar residual observada nos ensaios a 2,4 gs h'! (Tabela 5.10),
os quais chegaram a ser até 8,0 % do total de agticar fornecido, demonstraram que a velocidade
de alimentagdo superou a capacidade de assimilagdo do microrganismo. Diferentemente, nos
cultivos em que os produtos F.Csr foram iguais a 0,6 ou 1,2 gs h'!, as quantidades de agucar
residual foram inferiores a 1,5% das quantidades totais fornecidas, o que evidencia o equilibrio

entre as condi¢des de fornecimento dos nutrientes e a demanda metabolica do microrganismo.

Logo, embora as producgdes de colorante nos ensaios FB1, FB7 e FB9 tenham siso

superiores a da batelada convencional, em termos de desempenho o bioprocesso como um todo
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ndo foi favorecido quando exposto a uma alimentacdo (FCsr) de 2,4 gs h™!, sendo possivelmente

afetado por fendmenos de inibi¢ao e/ou repressao da biossintese de colorante.

Tabela 5.10 — Massa total de agticar fornecido (M51) e massa total de acticar residual
(Mar) referentes ao cultivo convencional em batelada (BC) e aos ensaios em batelada

alimentada com diferentes condi¢des de alimentacao (FB).

FCsr (gs h™) M (g5) MR (g5)
BC - 80,29 + 3,69 0,22
FB1 2.4 350,56 + 12,27 6,93
FB2 1,2 224,45 + 5,84 2,23
FB3 1,2 226,65 £ 8,61 3,21
FB4 0,6 163,35+ 5,23 1,70
FBS 0,6 154,42 + 4,32 1,48
FB6 1,2 236,79 £ 8,76 1,90
FB7 2.4 393,35+ 10,23 18,57
FBS 0,6 142,20 £ 4,12 1,59
FB9 2.4 397,77 £ 18,70 33,29

Fonte: Acervo pessoal do autor.

Para a faixa operacional onde o bioprocesso apresentou ter um melhor desempenho (0,6
a 1,2 gsh™), verificou-se que quanto maior a concentragdo do substrato alimentado (Csr), menor
deve ser a vazao volumétrica de alimentagdo (F), de modo que haja um alinhamento entre a

suficiéncia em fontes nutrientes e a minimizacao dos efeitos de diluigao.

Tendéncias, similares a observada, foram relatadas por Teodoro et al. (2006) e Cruz et
al (1999), ao avaliarem, respectivamente, a produgdo de cefalosporina C e 4cido clavulanico
em biorreator tipo tanque agitado via cultivos em batelada alimentada sob diferentes condi¢des
de alimentacdo. Teodoro ef al. (2006) contestaram que o bioprocesso de producdo de acido
clavulanico pela bactéria filamentosa Streptomyces clavuligerus em diferentes condigdes de
alimentagdo de glicerol foi até 2 vezes superior em termos de produg¢do do metabolito
secundario, quando operado a uma baixa vazao volumétrica de alimentagdo (F) e uma elevada
concentracao de substrato alimentado (Csr). Cruz et al (1999), de uma forma mais genérica,
verificaram que as melhores condi¢des para a producao de cefalosporina C por Cephalosporium
acremoniumstrain ATCC 48272 foram a uma vazio mdssica de glicose de 0,92 gs h'! e uma
vazdo volumétrica de alimentagio de 0,0103 L h™!, onde valores diferentes desse produto F.Csr

prejudicaram o desempenho do bioprocesso em termos de producado de cefalosporina C.

Logo, os resultados obtidos demonstraram que a faixa do produto F.Csr entre 0,6 a 1,2

gs h™!, onde o bioprocesso apresentou um melhor desempenho, as condi¢des de alimentacdo dos
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ensaios FB4 e FB6 foram as que geraram as melhores produ¢des de biocolorante por T.

minnesotensis.

Ao se comparar os cultivos verifica-se que, embora o ensaio FB6 tenha apresentado uma
concentracdo celular maxima cerca de 70% superior ao ensaio FB4 (Figura 5.25), quando
analisado em termos de conversdes globais, segundo ilustrado na Figura 5.28A, observa-se que
os indices de conversdao global de substrato em células (Yx/s) em ambos ensaios em batelada
alimentada (FB4 e FB6), bem como para batelada convencional, apresentaram-se proximos e

na ordem de 0,35 gx gs™'.

Figura 5.28- Coeficientes globais de conversao de: (A) substrato em células (Yxss), (B)
células em produto (Yp/x), (C) substrato em produto (Ypss) referentes aos 9 ensaios
conduzidos em batelada alimentada sob diferentes condi¢des de alimentag¢ao (FB) e um ensaio

conduzido em batelada convencional (BC).
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Pela Figura 5.28B também foi possivel observar que nos cultivos FB4 e FB6 as células
apresentaram uma eficiéncia de producao de colorante cerca de 67% superior frente as células
geradas no cultivo em batelada convencional. Além disso, a mesma relacao fora observada para

a conversao global de substrato em colorante (Figura 5.28C), na qual as conversdes nos ensaios
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FB4 e FB6 se mostraram cerca de 80% superiores a da batelada convencional. Esses resultados
demonstraram que a estratégia de batelada alimentada se apresenta como promissora para a
sintese de colorantes via 7. minnesotensis, uma vez que o fornecimento adequado de nutrientes

torna as cé€lulas mais eficientes para produzirem o biocolorante vermelho.

Ao observar-se os perfis de crescimento celular, especificamente para os dois melhores
cultivos conduzidos em batelada alimentada (FB4, FB6), verificou-se que o perfil celular do
cultivo FB6 (Figura 5.25A) se apresentou diferente do perfil obtido no ensaio FB4 (Figura
5.25B). No ensaio FB6 foi observado que a concentragdo celular se manteve ascendente ao
longo de todo o bioprocesso atingindo um valor maximo da ordem de 22,0 gx L™!. Ao passo que
no ensaio FB4, apos o inicio da alimentacao de substrato, verificou-se um sutil crescimento de
células, alcangando uma concentragio celular maxima da ordem de 13,0 gx L' em 60 horas, na

qual se manteve constante até o término do cultivo.

Quanto ao o consumo de substrato, verificou-se que ambos os cultivos apresentaram um

consumo praticamente completo da quantidade total de agucar fornecido (Tabela 5.10).

Dado o completo consumo da quantidade total de agucar fornecido, foi possivel estimar
a velocidade de consumo de substrato (rs) em ambos cultivos a partir do balango de massa para

o substrato considerando estado estacionario (Equagdo 5.22):

0
dC. ~ dC
rS.VzF.CSF-I_V.dtS CS 0 > TS.V:F.CSF-}_V.d
F
TS =;'CSF =D'CSF (522)

onde:

15: velocidade de consumo de substrato (gs L' h!).

V: volume de caldo no reator (L).

F: vazdo volumétrica de alimentacdo (L h™).

D: diluigao (-).

Csr: concentracdo de substrato no meio de alimentagdo (gs L™).
Cs: concentragio de substrato (gs L).

t: tempo (h).

Ao estimar a velocidade de consumo de substrato (75) para ambos os cultivos, verificou-

se que 15 do cultivo FB6 foi o dobro do valor obtido no cultivo FB4. Portanto, diante dos perfis
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de crescimento celular e das velocidades de consumo de substrato de ambos os cultivos pode-
se inferir que no cultivo FB6 a alimentacdo de substrato fornecida superou a quantidade de
substrato necessaria requerida pelas c€lulas para sua manutengao. Portanto, uma parcela do
substrato fornecido foi utilizada para o crescimento celular, conforme se observa no perfil

ascendente de concentracdo celular ao longo de todo o cultivo FB6 (Figura 5.25A).

No cultivo FB4, onde a velocidade de consumo de substrato (r5) foi em torno de 0,16
gs L1 h! foi observado que a concentragdo celular se manteve praticamente estivel em torno
de 13 gx L', ou seja, a quantidade de substrato fornecida foi suficiente para manter as células
ativas, mas sem direcionar o consumo para o crescimento celular, além de favorecer a sintese

de metabolitos secundarios, no caso o biocolorante vermelho.

Visando complementar a abordagem desenvolvida, foram realizadas duas modelagens
cinéticas exploratorias baseando-se nos perfis de crescimento celular, consumo de substrato e
produgdo de colorante dos ensaios FB4 ¢ FB6, de modo a estimar os parametros cinéticos de
produgdo. Para o desenvolvimento das modelagens, empregou-se o modelo cinético de
crescimento de Contois e foram assumidas como hipoteses a glicose como unico substrato
limitante, a ocorréncia de morte celular ao longo de todo o bioprocesso € o colorante como

sendo um produto parcialmente associado ao crescimento, conforme descrito na se¢do 5.2.5.

A Figura 5.29 e a Tabela 5.11 apresentam respectivamente o ajuste do modelo aos
valores experimentais de Cx, Cs e Cp para os ensaios FB4 e FB6, assim como os valores dos

parametros cinéticos de producdo (a e 3) estimados pelo ajuste do modelo.



Capitulo 5. Estratégia de cultivos em diferentes modos de operagdo 174

Figura 5.29- Graficos comparativos entre os valores simulados e experimentais de Cx, Cs e Cp
relativos aos ensaios (A) FB4 e (B) FB6 conduzidos em batelada alimentada em biorreator

tipo tanque agitado e aerado.
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Tabela 5.11 — Valores estimados dos parametros cinéticos de producdo para os cultivos FB4 e

FB6 conduzidos em batelada alimentada em biorreator tanque agitado.

Parametros cinéticos

de producio FB4 FB6
o (grgx) 0,464 1,105
B (grgx' h) 0,01763 0,00645

Fonte: Acervo pessoal do autor.

Com base na Figura 5.29, observou-se que embora haja uma discrepancia entre os
valores simulados e experimentais mais acentuada para os valores de Cp em ambos ensaios, no
geral, o modelo exploratorio empregado descreveu de forma satisfatoria o comportamento do

bioprocesso para ambos cultivos (FB4 e FB6).

Quanto aos parametros cinéticos de producdo mostrados na Tabela 5.11, pode-se
verificar que, conforme sugerido, a velocidade de produgdo de biocolorante no ensaio FB6
apresentou uma maior contribuicao do parametro o, sendo o mesmo cerca de 171 vezes maior

do que o parametro 3, ao passo que para o ensaio FB4, o mesmo parametro a se apresentou

cerca de 26 vezes superior.

A diferenca observada entre os valores do parametro cinético o nos ensaios FB4 e FB6
evidencia que a batelada alimentada FB6 apresentou uma maior contribui¢do do crescimento
celular sobre a produgdo de colorante quando comparado ao ensaio FB4. Ou seja, diante dos
resultados obtidos, sugere-se que a superioridade em termos de produgdo de colorante
observada no ensaio FB6 frente ao ensaio FB4, possivelmente provém do expressivo
crescimento de células capazes de sintetizar o biocolorante vermelho, e ndo propriamente do
aumento da eficiéncia das células em produzir o biocolorante frente as condi¢des de
alimentac¢do. Segundo ilustrado na Figura 5.30, ao se avaliar a produtividade méxima especifica
(Ppx-MaXx), verificou-se que para mesma quantidade de células e no mesmo periodo, a sintese
de colorante vermelho na batelada alimentada FB4 foi cerca de 55% superior a sintese

observada na no cultivo FB6.



Capitulo 5. Estratégia de cultivos em diferentes modos de operagdo 176

Figura 5.30- Produtividade maxima especifica (Pp/x-max) referente aos 9 ensaios conduzidos
em batelada alimentada sob diferentes condi¢oes de alimentagdo (FB) e ao cultivo

convencional em batelada (BC).
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Portanto, a condi¢do de alimentacdo empregada no ensaio FB4 demonstrou ser mais
vantajosa em relacdo ao ensaio FB6, pois define uma maior eficiéncia das células em sintetizar
o biocolorante vermelho. Além disso, por resultar em expressivas produgdes de colorante, a

mesma também se mostrou mais atrativa frente as demais condi¢des de alimentagado estudadas.

Sendo assim, os resultados obtidos demonstraram que, no geral, o emprego da batelada
alimentada tende a ter efetiva contribuicao para o bioprocesso de sintese de colorante vermelho,
podendo acarretar em um aumento de até 5 vezes na produgdo alcancada com a batelada
convencional. Contudo, dentre todas as condi¢cdes de alimentagdo estudadas, a empregada no
ensaio FB4 tende a ser a condi¢do mais promissora para o bioprocesso, uma vez que concilia
elevada eficiéncia celular e expressiva producao de biocolorante. Além disso, os impactos sobre
os fenomenos de transferéncia e de mistura ao longo do bioprocesso, ocasionados pelo elevado
crescimento celular tendem a serem minimos diante da condi¢do de alimentacdo empregada,
uma vez que mediante o fornecimento controlado de nutrientes, tem-se o equilibrio do processo
de assimilacdo e metabolizacdo pelo fungo 7. minnesotensis, acarretando em um moderado
crescimento celular, na desrepressdo de suas rotas metabolicas e, consequentemente, na

maximizag¢do da produc¢do de biocolorante.
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5.4, CONCLUSOES

Mediante os ensaios em frascos agitados utilizando duas diferentes estratégias de
cultivo, cultivos continuos e em batelada alimentada, ambas empregando alimentagdo
intermitente de meio suplementar, verificou-se que a batelada alimentada se apresentou como
uma estratégia favoravel e promissora para producdo de colorante vermelho em biorreator
tanque agitado, visto que a manutencdo da baixa concentragdo de substrato e,
consequentemente, da baixa velocidade de consumo de substrato contribuiram para uma

producdo expressiva de 85,96 UA do metabélito secundario, ou seja, 16,24 gp L.

Diante dos resultados obtidos em frascos agitados, ao se avaliar a estratégia de batelada
alimentada conduzida em biorreator de bancada tipo tanque agitado de 4 L sob diferentes
condi¢des de alimentagdo, verificou-se que independentemente das condigdes de alimentacao,
o bioprocesso conduzido em batelada alimentada apresentou uma produgao de colorante até 5
vezes superior a da batelada convencional. Além disso, ao se analisar as condicdes de
alimentacao foi verificado que a producdo de colorante vermelho tende a ser favorecida quando
empregada uma baixa vazao volumétrica de alimentagdo (F) de meio de cultura suplementar
com elevada concentragao de substrato (Csr). No entanto, ambas variaveis operacionais devem
ser dimensionadas de modo que o produto F.Csr se apresente na faixa de 0,6 a 1,2 gsh!, a fim
de que os eventuais efeitos de inibicdo, repressdo e/ou dilui¢do sejam minimizados € o
bioprocesso como um todo seja favorecido. Dentre as avaliadas, a condicdo de alimentacio
FB4, caracterizada por uma vazdo volumétrica de alimentacdo (F) de 0,01 L h! com
concentragio de substrato no meio de cultura de alimentacdo (Csr) de 60,0 g L! se apresentou
como a condicdo mais favoravel ao bioprocesso de sintese de colorante vermelho por T.
minnesotensis em termos de eficiéncia e produg¢do, resultando em uma producao de colorante

de 152,96 UA, ou seja, 28,29 gp L.

Portanto, os resultados obtidos, os quais se configuram como inéditos, demonstraram
que diante da complexidade e da especificidade do bioprocesso, a estratégia de batelada
alimentada apresentou efetiva contribuicdo para a melhoria do processo de produgdo de

colorante vermelho pelo fungo endofitico 7. minnesotensis.
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6. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS
Diante dos resultados obtidos na presente tese, conclui-se que:

e Os resultados de caracterizagdo do fungo endofitico 7. minnesotensis e do biocolorante
vermelho sintetizado demonstraram o potencial de produ¢ao do microrganismo, bem
como a expressiva capacidade de coloragao do biocomposto colorido nas mais variadas

matrizes, desde alimentos até tecidos.

e Dentre as caracteristicas do biocolorante vermelho, o mesmo apresentou propriedades
fluorescentes, e baixa citotoxicidade contra células de hepatoblastoma humano (HepG2)
em concentragdes acima de 5,0 g L™ e atividade contra bactérias patogénicas e leveduras
em concentragdes acima de 50,0 g L' Além disso, o colorante fiingico apresentou
melhor estabilidade em pHs proximos a neutralidade (6,0 a 8,0) e em baixas

temperaturas (10 a 20°C).

e As diferentes combinagdes de impelidores (CI), bem como as condigdes operacionais
frequéncia de agitacdo (N) e vazao especifica de alimentagdo de ar (¢ar) apresentam
influéncias sobre o desempenho do bioprocesso. Dentre as combinagdes, a de
impelidores orelha de elefante com bombeamento para baixo e para cima, a qual tende
a conferir um escoamento misto ao caldo de cultivo, quando operada a 600 rpm e 1,0
vvm apresentou o maior percentual para maximizac¢ao da producdo e produtividade de

biocolorante de 95,2%.

¢ Em termos operacionais verificou-se que a sintese de colorante apresentou correlagdes
com parametros vinculados tanto a fenomenos de transferéncia de oxigénio (O..r (R6) e
Top-min (R8)) quanto aos fendomenos hidrodinamicos (pap-m (R10) € Ax_ym (R12)). No
entanto, de modo geral, as propriedades hidrodindmicas tendem a apresentar maior
relevancia sobre o desempenho do bioprocesso em relacdo a transferéncia de oxigénio,
visto o fato de os parametros hidrodinamicos terem apresentado melhor correlacao com
a producdo de biocolorante, sendo o pardmetro microescala de turbuléncia de

Kolmogorov médio (1x_p) o de melhor correlagdo com o desempenho do bioprocesso.

e De modo geral, o fungo filamentoso 7. minnesotensis apresentou uma elevada
estabilidade e versatilidade a se adequar a diferentes configuragdes e condigdes
operacionais, o que contribui para os satisfatorios resultados obtidos no estudo
exploratorio do escalonamento do bioprocesso em 10 L, no qual foi alcangada uma

producao estatisticamente igual a escala de 4 L, na ordem de 40 UA.
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Quanto ao emprego da estratégia de batelada alimentada, verificou-se resultados
promissores tanto em frascos agitados quanto em biorreator convencional. Em frascos
agitados obteve-se, empregando a alimenta¢do de um meio suplementar concentrado
(dextrose: 238 g L! e peptona de soja 119,0 g L!), uma produ¢iio maxima da ordem de
86,0 UA (16,0 gp L"), sendo esta cerca de 2,3 vezes superior a obtida em batelada
convencional. Em biorreator convencional, os ganhos em termos de produ¢cdo maxima
variaram na ordem de 80 a 238% frente a batelada convencional a depender das

condigoes de alimentagao (F.Csr).

Nos ensaios em biorreator convencional empregando a estratégia de batelada
alimentada, observou-se que a produg¢do de biocolorante foi favorecida quando
empregada uma baixa vazao volumétrica de alimentagao de meio de cultura suplementar
(F) com elevada concentragao de substrato (Csr), sendo que essas varidveis devem ser

dimensionadas de modo que o produto F.Csr se apresente na faixade 0,6 a 1,2 gsh!

Dentre as condi¢des de alimentac3o avaliadas, o ensaio FB4 (F: 0,01 L h'!; Csr: 60,0 gs
L) se apresentou como o mais favoravel ao bioprocesso de sintese de colorante em
termos de eficiéncia e producao, resultando em uma produgdo maxima de biocolorante

de aproximadamente 153,0 UA (28,29 gp L.

Portanto, diante do exposto, tem-se que os resultados obtidos configuram-se como

promissores, inéditos e de consideravel contribuicdo ao desenvolvimento do processo de

producao de colorante vermelho pelo fungo endofitico 7. minnesotensis. Entretanto, outros

estudos ainda se fazem necessarios, de modo a se obter uma melhor compreensao do

bioprocesso, bem como do biocomposto visando sua futura inser¢do no mercado global de

colorantes. Com isso0, sdo propostos os seguintes a serem explorados em trabalhos futuros:

Estudo do escalonamento do bioprocesso para escalas superiores a 10 L, avaliando

diferentes critérios de variacao de escala e de aeracao;
Validagao do emprego da estratégia de batelada alimentada em maiores escalas.

Caracterizagdo complementar do biocolorante em termos de propriedades bioativas,

analise colorimétrica, citotoxicidade e aplicabilidade.

Estudo e desenvolvimento de protocolos de extragdo e purificagdo do biocolorante

vermelho.
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