UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA CENTRO
TECNOLOGICO
DEPARTAMENTO DE ENGENHARIA QUIMICA E ENGENHA-
RIA DE ALIMENTOS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA DE
ALIMENTOS

PRODUCAO DE PIGMENTO VERMELHO A PARTIR DE PIG-
MENTO LARANJA PRODUZIDO POR Monascus ruber CCT
3802

Francielo Vendruscolo

Floriandpolis — SC
2009



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



FRANCIELO VENDRUSCOLO

PRODUGAO DE PIGMENTO VERMELHO A PARTIR DE PIG-
MENTO LARANJA PRODUZIDO POR Monascus ruber CCT
3802

Tese de Doutorado apresentado ao Progra-
ma de Po6s-Graduagcdo em Engenharia de
Alimentos da Universidade Federal de Santa
Catarina como parte dos requisitos para ob-
tencéo do titulo de Doutor em Engenharia de
Alimentos.

Orientador: Prof. Dr. Jorge Luiz Ninow
Co-orientador: Prof. Dr. Willibaldo Schmidell

Floriandpolis — SC
2009



Ficha catalogrdfica elaborada na DECTI da BU/UFSC

V453 Vendruscolo, Francielo

Produgao de pigmento vermelho a partir de pigmento
laranja produzido por Monascus ruber CCT 3802 ([tese] / Francie-
lo Vendruscolo; orientador, Jorge Luiz Ninow. - Florianopolis,
sC, 2009. 272 f£.: il., grafs., tabs.

Tese (doutorado) - Universidade Federal de Santa
Catarina, Centro Tecnoldgico. Programa de Pés-Graduagdo em En-—
genharia de Alimentos.

Inclui bibliografia

1. Engenharia de alimentos. 2. Pigmentos. 3. Agua -
Oxigénio dissolvido. 4. Reologia. I.Ninow, Jorge Luiz. I-
I.Universidade Federal de Santa Catarina. Programa de Pds-—

Graduagdo em Engenharia de Alimentos. III. Titulo.

CDU 663



FRANCIELO VENDRUSCOLO

PRODUCAO DE PIGMENTO VERMELHO A PARTIR DE PIG-
MENTO LARANJA PRODUZIDO POR Monascus ruber CCT
3802

Esta Tese foi julgada adequada a obten-
¢ao do Titulo de Doutor em Engenharia
de Alimentos e aprovada em sua forma
final pelo Curso de Pds-Graduagdo em
Engenharia de Alimentos da Universidade
Federal de Santa Catarina.

, de de

Orientador: Prof. Dr. Jorge Luiz Ninow-Universidade Federal de
Santa Catarina

Co-orientador: Prof. Dr. Willibaldo Schmidell-Universidade Fede-
ral de Santa Catarina



Prof. Dr. Marcio José Rossi-Universidade Federal de Santa Cata-
rina

Profé. Dr2. Regina Vasconcellos Anténio - Universidade Federal
de Santa Catarina

Prof. Dr. Marco Di Luccio — Universidade Regional Integrada do
Alto Uruguai e das Missbes

Prof2. Dr2. Denise Esteves Moritz — Universidade do Sul de Santa
Catarina



Aos meus pais Ademir e Adélia, meus
irmaos Rafael e Daniele e minha noiva
Cristina com todo amor e carinho.



AGRADECIMENTOS

Ao professor Jorge Luiz Ninow, pela orientagdo, incentivo,
companheirismo e acima de tudo pela amizade.

Ao professor Willibaldo Schmidell pela co-orientagéo, pelas
dicas e principalmente pelos conhecimentos transmitidos durante
esta jornada.

A Denise, por ter iniciado esta maravilhosa linha de pes-
quisa no laboratério e também por ter auxiliado na realizacédo de
todo o trabalho, inclusive participando da banca de avaliagao.

A professora Iraci Tosin pela disponibilidade e pela ajuda
prestada nas determinacdes da atividade antimicrobiana dos
pigmentos.

Ao professor Joao Borges Laurindo pela disponibilidade de
utilizagdo do redmetro Rheotest alocado em seu laboratério
(PROFI) e aos amigos Bruno e Carmen pela convivéncia do dia-
a-dia.

Ao Francisco de Paula M. Moreira pela ajuda na interpreta-
¢éo das andlises de FTIR.

As queridas bolsistas Luana de Oliveira Pitol e Bruna Luise
Mdiller, pela dedicagao, compreensao, convivéncia e amizade. A
participacao de vocés foi muito importante para a realizagao des-
te trabalho.

Aos professores do Laboratério de Engenharia Bioquimica,
Agenor Furigo Jr., Glaucia Maria Falcao de Aragao, José Miguel
Muller, e a todos os amigos e colegas do laboratério pelo com-
panheirismo e participa¢ao no trabalho.

Ao grande irmao e amigo Rafael por ter auxiliado no an-
damento do Doutorado e nas realizacdes de varios costelées no
decorrer destes quatro anos.

Aos companheiros de futebol por ter levado um momento
de distracao e liberacdo de energias acumuladas durante estes 4
anos de doutorado.

Aos companheiros de moradia Leandro e Julio, pois estive-
ram todos os dias participando desta etapa em minha vida, além
dos varios momentos de alegrias e tristezas.

Ao meu pai Ademir, minha mae Adélia e meus irmaos Ra-
fael e Daniele, por demonstrarem muito carinho, amor e acima de
tudo compreensao. A vocés, muito obrigado.



A minha noiva Cristina pelo amor, apoio, carinho, compa-
nheirismo e acima de tudo pela compreensédo. Cris, a vocé o meu
muito obrigado.

A Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior (Capes) pela concessao da bolsa de Doutorado.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnoloégico pelo apoio financeiro e pela concessao das bolsas
de Iniciagao Cientifica da Bruna e da Luana.

A NOVOZYMES pela doacédo da enzima TERMINOX UL-
TRA 50L.



“Em tempo de paz convém ao homem serenidade e
humildade; mas quando estoura a guerra deve agir como

um tigre” (William Shakespeare)



RESUMO

A produgao de pigmentos por microrganismos € uma alternativa
ao aumento da produgado destes compostos naturais frente aos
sintéticos. Fungos do género Monascus podem produzir pigmen-
tos amarelo, laranja e vermelho. A utilizagdo destes fungos é
muito difundida em paises como Japéao, China, Indonésia, India e
Coréia na coloracao de arroz, peixes, vinhos e bebidas. Logo, o
descobrimento de novas tecnologias e o estudo de condigbes
para producdo destes pigmentos merece grande atencdo. O
pigmento de maior interesse comercial € o vermelho, geralmente
produzido pelo processo de fermentacdo em estado sélido. Este
método gera alguns problemas operacionais, dentre eles, a difi-
culdade de separar o pigmento da matriz sélida. A aplicacao da
fermentagcdo submersa para a produgdo de pigmento laranja e
posterior conversédo para o vermelho, pode ser uma alternativa
frente a estes problemas. Ante isto, o presente trabalho teve co-
mo objetivos: determinar o efeito do pH na produgédo de pigmen-
tos; investigar a transformacédo do pigmento laranja em pigmento
vermelho pela adicdo de compostos aminados, determinar para-
metros relacionados a transferéncia de oxigénio e a reologia do
caldo de fermentacdo, e avaliar as propriedades, estabilidade
térmica e atividade antimicrobiana dos pigmentos produzidos. Os
principais resultados demonstraram que a variagdo do pH pro-
porcionou a produgéo dos diferentes pigmentos. Pigmentos ama-
relos foram produzidos em pH 2, pigmentos laranja foram produ-
zidos em pH 3 e 4; e, pigmentos vermelhos foram produzidos em
pH 5 e 6. Foi possivel produzir o pigmento vermelho a partir do
pigmento laranja pela adicdo de aminoacidos, indicando que o
ponto isoelétrico é essencial para a transformacao. O caldo de
fermentagdo apresentou comportamento pseudoplastico, deter-
minado através de um sistema vane, alternativo ao sistema de
cilindros concéntricos. Os valores do indice de consisténcia esti-
veram na faixa de 0,375 a 11,002 Pa s". Foi obtida a relagédo do
indice de consisténcia em fungdo da concentracdo de biomassa.
A agitacéo de 300 rpm favoreceu a producao de pigmentos resul-
tando em menor dano ao micélio fungico, enquanto que maiores
freqliéncias de agitacdo aumentaram a tensao de cisalhamento,
danificando o microrganismo. O pigmento laranja apresentou
maior estabilidade na menor faixa de pH. Ao contrario, os pig-



mentos vermelhos aminados e produzidos no cultivo do M. ruber
apresentaram maior estabilidade em maiores valores de pH. To-
dos os pigmentos e a toxina citrinina apresentaram inibicdo do
crescimento de Staphylococcus aureus ATCC 25922, mas nao
sobre Salmonella enteritidis ATCC 13076, enquanto que somente
os pigmentos vermelhos aminados apresentaram atividade anti-
microbiana sobre o crescimento de Escherichia coli ATCC 25923.

Palavras-chave: Monascus ruber, pigmentos, pH, oxigénio dis-
solvido, reologia, estabilidade térmica.



ABSTRACT

The production of pigments by microorganisms is an alternative
to the increase in production of these natural compounds against
synthetic versions. Monascus can produce yellow, orange and
red pigments. Use of this fungus is widespread in Japan, China,
Indonesia, India and Korea for the colouring of rice, fish, wines
and drinks, consequently the discovery of new technologies and
the study of production conditions for these pigments merits
greater attention. The pigment of greatest commercial interest is
the red one, generally produced by the process of solid state fer-
mentation. This method causes some operational problems, in-
cluding the difficulty in separating the pigment from the solid ma-
trix. The application of submerged fermentation to the production
of orange pigment and after transformation in red pigments may
represent a solution. To this end, the objectives of the present
study were: to determine the effect of pH on the production of
pigments; to investigate the transformation of the orange pigment
into the red pigment by the addition of aminated compounds, to
determine parameters related to oxygen transfer and the rheology
of the fermentation broth and to investigate the properties of
thermal stability and antimicrobial activity of the pigments pro-
duced. The main results show that the variation in pH brought
about production of the different pigments. Yellow pigments were
produced at pH 2, orange pigments were produced at pH 3 and 4
and red pigments were produced at pH 5 and 6. It was possible to
produce the red pigment from the orange pigment by the addition
of amino acids, indicating that the isoelectric point was essential
for the transformation. The fermentation broth exhibited pseudo-
plastic behaviour, as determined by means of a vane system, an
alternative to the system of concentric cylinders. The values for
the consistency index ranged from 0.375 to 11.002 Pa s". The
consistency index was obtained as a function of the biomass
concentration. Stirring at 300 rpm favoured the production of pig-
ments resulting in less micelial damage, while higher stirring
speeds increased the yield stress, damaging the microorganism.
The orange pigment presented greater stability in the smallest pH
range. By contrast, the red pigments aminated and produced by
culture of M. ruber exhibited greater stability at higher pH values.
All of the pigments as well as citrinin inhibited the growth of



Staphylococcus aureus ATCC 25922 and did not present antim-
icrobial activity against Salmonella enteritidis ATCC 13076, while
only the red pigments aminated and produced in the M. ruber
culture presented antimicrobial activity against the growth of Es-
cherichia coli ATCC 25923.

Keywords: pigments; Monascus ruber; rheology; oxygen trans-
fer; thermal stability; antimicrobial activity.
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1. INTRODUCAO

A cor é o primeiro atributo sensorial utilizado para a esco-
lha e aquisicdo de um produto alimenticio. Muito usada em indus-
trias produtoras de alimentos para atrair a atengéo dos consumi-
dores, principalmente de criangas, cada vez mais vem se tornan-
do um apelo comercial pelas diversas modificagcbes produzidas
nestes produtos.

Em alguns alimentos, como frutas, vegetais e hortali¢as, a
cor serve como indicador de qualidade. Sdo cores naturais e,
através delas, torna-se dificil iludir o consumidor na escolha do
produto. J& no caso de produtos industrializados, a cor é danifi-
cada pelo processamento (reducao de tamanho, adicdo de pro-
dutos quimicos, tratamento térmico, utilizacdo de pressao e rea-
¢Oes bioquimicas). Nestes casos, a corregdo da cor pela adigao
de corantes naturais ou sintéticos, torna-se inevitavel e, muitas
vezes, acaba iludindo o consumidor.

Atualmente muito se fala na utilizacdo de produtos natu-
rais. A produgdo de pigmentos organicos por microrganismos
dentre eles, microalgas, leveduras e fungos filamentosos (Dufos-
sé et al., 2005), sdo alternativos ao aumento da producéo destes
compostos naturais frente aos sintéticos.

Espécies de Monascus podem produzir pigmento amarelo,
laranja e vermelho. A utilizagdo deste fungo € muito difundida no
Japao, China, Indonésia, India e Coréia. Estes corantes sao utili-
zados nestes paises na coloragao de arroz, peixes, vinhos, bebi-
das (Hajjaj et al., 2000a) e, ainda, uma promissora utilizacdo na
coloragao de produtos carneos em substituigdo aos sais de nitrito
que conferem coloragdo vermelha e, ao mesmo tempo, a produ-
cao de nitrosaminas, compostos que possuem efeitos cancerige-
nos (Fink-Gremmels et al.,, 1991; Kilikian et al., 2003; Moritz,
2005).

A producao de pigmentos por espécies de Monascus, ge-
ralmente é realizada pelo processo de fermentagdo em estado
sélido (FES). Fungos filamentosos possuem capacidades extre-
mas de adaptacdo. Colonizam substratos sélidos com facilidade
pela penetracdo das hifas no suporte solido, crescem em baixo
contelido de umidade, além da obtencdo de produtos concentra-
dos (Pandey et al., 2001). Com relagdo a conducgéao da FES, os
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fatores temperatura, pH, fornecimento de oxigénio e homogenei-
zacdo do meio de cultivo sao dificeis de serem controlados,
guando comparados a fermentagao submersa (FSm), ja que este
processo possibilita o controle destes fatores com maior exati-
dao.

Alguns trabalhos s&o encontrados na literatura comparan-
do as vantagens e desvantagens da FES frente a FSm (Pandey
et al., 2001; Pandey et al., 2008). Sao consideragdes importan-
tes, mas o principal ponto a ser abordado, esta relacionado a
maneira da obtencdo do produto final. Algumas perguntas séo
essenciais: Qual a principal utilizacdo do produto? Sera com o
substrato sélido? O produto requer extracdo e purificacdo? A
extragdo arrasta substancias indesejaveis? Como sera o trata-
mento dos residuos gerados no processo? Estas sdo perguntas
importantes que devem ser respondidas antes da escolha do
processo fermentativo.

O pigmento de maior interesse comercial é o vermelho.
Quando produzido pelo processo de fermentacdo em estado
sélido, o pigmento requer extragdo para ser utilizado purificado,
ou o pigmento e a biomassa podem ser, em determinados casos,
utilizados juntamente com a matriz sélida. Sabe-se que o pig-
mento vermelho produzido pelo Monascus ruber € soluvel em
agua e, consequentemente, solivel no meio de cultivo, composto
por niveis superiores a 95% de agua. Logo, a producéo de pig-
mentos vermelhos, em cultivo submerso, para que seja viavel
economicamente, deve atingir concentracdes relativamente altas,
devido aos custos das operacgdes de downstream.

O presente trabalho, em seu principio, tinha como objetivo
a produgédo do pigmento vermelho através do cultivo submerso
do fungo Monascus ruber CCT 3802. Todavia, através da reali-
zacao de estudos preliminares no Laboratério de Engenharia
Bioquimica, foi verificado que um dos cultivos apresentou com-
portamento diferenciado aos rotineiramente obtidos. Este cultivo
produziu trés tipos de pigmentos: amarelo, laranja e vermelho. O
pigmento amarelo apresentou-se soluvel no meio de cultivo e o
pigmento vermelho apresentou-se intracelularmente. Ja o pig-
mento laranja apresentou-se na forma de particulas insolUveis
ou, com baixa solubilidade no meio de cultivo, despertando a
curiosidade do grupo de pesquisa.

A biomassa, contendo o pigmento vermelho intracelular, foi
separada do meio de cultivo pela filtracdo em gaze. O liquido foi
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submetido a filtragdo em papel filtro quantitativo, possibilitando a
passagem do pigmento amarelo e retendo as particulas do pig-
mento laranja, sendo este, posteriormente, solubilizado em é&lcool
etilico e armazenado em refrigerador a 4 °C. Apés certo tempo, o
pigmento laranja, gradualmente, foi atingindo a colorag&o verme-
lha. Diante do ocorrido, procedeu-se a investigagdo sobre o
comportamento da producao dos diferentes pigmentos e sobre a
mudanca da coloracao de laranja para vermelho.

Autores relatam que a produgédo de pigmentos vermelhos
esta relacionada a uma série de condicdes operacionais, dentre
elas, a natureza e a espécie do microrganismo, fonte de carbono
e nutrientes, aeracdo e freqiéncia de agitacdo (Hajjaj et al.,
2000b; Dufossé et al., 2005). Ja a respeito da produgao de pig-
mentos laranja, pouquissimo material tem sido encontrado na
literatura. Estudos das condigbes de cultivo como o pH e a trans-
feréncia e 0 consumo de oxigénio pelo microrganismo podem
determinar niveis étimos para a producéo deste pigmento.

Os cultivos de microrganismos filamentosos apresentam
diversos comportamentos reolégicos devido a morfologia (micélio
disperso, grumos ou pellets). O crescimento de fungos em forma
de pellets proporciona menor viscosidade, enquanto que o cres-
cimento de micélio disperso aumenta a viscosidade (Doran,
1995). Alguns caldos de fermentacdo apresentam comportamen-
to Newtoniano quando caracterizados na auséncia de biomassa.
Este comportamento acontece devido a produgao de compostos
de natureza intracelular ou compostos que ndo afetam a viscosi-
dade do meio de cultivo. J4 a maioria dos caldos de fermentacao
apresenta comportamento nao-Newtoniano, do tipo pseudoplas-
tico, devido a producdo de biomassa, excrecdo de proteinas,
polissacarideos, metabdlitos e outros compostos produzidos du-
rante o crescimento do microrganismo (Badino Jr. 1994; Schmi-
dell, 2001).

A producao do pigmento vermelho através do pigmento la-
ranja pode proporcionar a redu¢do na concentragdo de citrinina
ou, até mesmo, a sua auséncia, com possibilidades de obtencéo
de pigmentos altamente concentrados pela solubilizacdo em a-
gua ou alcool etilico, substancias legalizadas como solvente ou
veiculo para solubilizagdo dos pigmentos. Primeiramente, com a
producdo do pigmento laranja, algumas etapas de downstream
podem ser eliminadas, pois 0 pigmento pode ser lavado inUme-
ras vezes para remocao de compostos indesejaveis. Estas sdo
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algumas vantagens sobre a produgdo tradicional do pigmento
vermelho.

Estes pigmentos, uma vez produzidos, devem ser submeti-
dos a determinagao de propriedades como, estabilidade térmica
e atividade antimicrobiana nas condigbes que serdo utilizados.
Conhecer o comportamento frente a condicées que serdao impos-
tas durante o processamento como, temperatura e pH séo fato-
res essenciais para a escolha e obtencéao de informagdes a res-
peito destes compostos.

Diante destas abordagens, o presente trabalho teve como
objetivo geral a produgédo de pigmento vermelho a partir do pig-
mento laranja produzido pelo Monascus ruber CCT 3802 em cul-
tivo submerso.

Dentre os objetivos especificos, destacam-se as principais
etapas da pesquisa de Doutorado:

- Determinar o efeito do pH sobre a producéo de pigmen-
tos pelo Monascus ruber CCT 3802 através do cultivo
sob diferentes condi¢des de pH, tendo como respostas
a velocidade de crescimento radial e a produgédo de
pigmentos;

- Verificar a possibilidade de producédo de pigmento ver-
melho através do pigmento laranja produzido pelo Mo-
nascus ruber; através da adicao de compostos capazes
de formar a coloragédo vermelha e do estabelecimento
de condigdes favoraveis a formagao dos pigmentos bem
como a investigacdo do fendmeno da transformacao da
coloragéo.

- Determinar o comportamento reoldgico e os parametros
indice de consisténcia (k) e indice de comportamento de
escoamento (n) do caldo de fermentacdo do Monascus
ruber CCT 3802, através da construcéo e calibragédo de
um sistema alternativo de quatro palhetas acoplado ao
redmetro Rheotest 2.1 de cilindros concéntricos;

- Investigar o papel do oxigénio dissolvido na producéo de
pigmentos laranja pelo Monascus ruber CCT 3802 bem
como a determinar parametros relacionados a transfe-
réncia de O, no cultivo do microrganismo;

- Determinar a estabilidade térmica dos pigmentos laranja
e vermelho produzido a partir do pigmento laranja frente
a diferentes condicbes de temperatura e pH através da
metodologia da superficie de resposta;
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- Determinar a atividade antimicrobiana dos pigmentos la-
ranja e vermelho produzido a partir do pigmento laranja,
e compara-los aos resultados do pigmento vermelho
produzido tradicionalmente em cultivos submersos, utili-
zado como referéncia.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cor

A cor € um fendmeno éptico provocado pela agdo de um
feixe de fétons sobre células especializadas da retina, que
transmitem, através de informagdo pre-processada no nervo
o6tico, impressoes para o sistema nervoso. E determinada pelas
médias de frequéncia dos pacotes de onda que as suas
moléculas constituintes refletem. Um objeto tera determinada cor
se nao absorver justamente o0s raios correspondentes a
freqliéncia daquela cor. Assim, um objeto é vermelho se absorve
preferencialmente as frequéncias fora do vermelho (Bodner e
Pardue, 1995).

As cores primérias subtrativas sdo o amarelo, o ciano e o
magenta. Assim, se da luz branca for absorvido o componente
amarelo, percebe-se a cor azul; de forma anéaloga, quando a cor
de um composto é amarela, esse composto deve absorver luz no
comprimento de onda correspondente ao azul (Figura 2.1a).
Considerando as cores como luz, a cor branca resulta da
superposicao de todas as cores, enquanto o preto € a auséncia
de luz. Uma luz branca pode ser decomposta em todas as cores
(o espectro) por meio de um prisma (Bodner e Pardue, 1995).

100

.’A% - . .
~

(1]

Figura 2.1: (a) Cores primarias e secundarias (b) Coordenadas
tridimensionais para medidas de cores (Adaptado de Morales,
1994).

Qualquer profissional da area quimica quando era estudan-
te teve problemas para encontrar o “ponto de viragem” durante
uma titulagdo volumétrica, ao passo que, quando realizada com
espectrofotbmetro, o equipamento ndo apresenta equivocos na
mudanca da cor (Morales, 1994). Esta relacionada com os
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diferentes comprimento de onda do espectro eletromagnético.
Sao percebidas pelas pessoas, em faixa especifica (zona do
visivel), e por alguns animais através dos érgaos de visdo, como
uma sensagéo que nos permite diferenciar os objetos do espago
com maior precisdo (Bodner e Pardue, 1995; Bridle e Timberlake,
1997).

A cor estd associada com varios atributos sensoriais
detectados pelos sentidos, tais como a aparéncia, a forma, a
superficie, o tamanho e o brilho. E uma propriedade sensorial
que pode fazer o alimento ser aceitado ou rejeitado
imediatamente pelo consumidor, sem haver provado (Morales,
1994). E considerada uma propriedade fisica fundamental em
alimentos por estar correlacionada a outras propriedades
quimicas, fisicas e sensoriais, indicadoras da qualidade de um
produto alimenticio (Bridle e Timberlake, 1997; Valadez-Blanco et
al., 2007; Mendoza et al., 2006).

Existem diversos sistemas utilizados para representar as
cores, dentre eles, podemos citar CMYK (Cyan, Magenta, Yellow,
Black), HLS (Hue, Lightness, Saturation), HSB (Hue, Saturation,
Brightness), HSV (Hue, Saturation, Value), RGB (Red, Green,
Blue) e o Lab. Este ultimo (Figura 2.1b) apresenta um canal a,
um canal b e um terceiro canal L designado por brilho. Este
sistema, possui coordenadas tridimensionais e determina a dife-
renca total de cor (DTC), correspondente a maior diagonal for-
mada entre as trés coordenadas do sistema. Geralmente é
utilizado para quantificagdo de cores em produtos alimenticios
através da aplicacao de colorimetros ou fotocolorimetros que
possam quantificar a quantidade de cor (Morales, 1994; Bodner e
Pardue, 1995).

2.2 Mercado e Legislacao de Pigmentos

O mercado de pigmentos naturais produzidos pela via bio-
tecnologica é dificil de estimar. Existe uma preferéncia cada vez
maior por aditivos naturais em alimentos e cosméticos; embora, a
via de produgdo natural possa ser, em alguns casos, 10 vezes
mais cara que a via sintética (Jacobson e Wasileski, 1994). O
caso mais bem sucedido é o do B-caroteno produzido por micro-
algas, que tem um custo de cerca de U$ 1000/kg contra U$
500/kg por via sintética; apesar do preco maior, o B-caroteno
produzido por via biotecnolégica pode competir em nichos onde é
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importante que todos os ingredientes sejam “naturais”; além dis-
s0, 0 pigmento microbiano € uma mistura de isbmeros cis e
trans, com efeitos terapéuticos contra o cancer enquanto o -
caroteno sintético, predominantemente cis, ndo apresenta (Dow-
nham e Collins, 2000).

Estima-se que o consumo brasileiro de pigmentos naturais
seja da ordem de 200 toneladas por ano, 0s quais movimentam
cerca de R$ 80 milhdes de reais. Este consumo pode ser aumen-
tado, considerando-se 0 amplo uso de carmim de cochonilha e
sais de nitrito e nitrato na coloracdo de alimentos carneos, além
das demais aplicagdes na industria farmacéutica (Fink-Gremmels
et al., 1991; Kilikian et al., 2003; Moritz, 2005).

A Legislagédo Brasileira que rege a utilizacdo de corantes
na elaboragao de alimentos definida pela Comissdo Nacional de
Normas e Padroées para Alimentos (CNNPA) é a Resolugdo
CNNPA n®. 44 de 1977, Publicada no Dario Oficial da Unido,
Secao | de 01/02/78 e 24/04/78 (ANVISA, 2008). Esta resolugao
define corante como “substancia ou mistura de substancias que
possuem a propriedade de conferir ou intensificar a coloragéo de
alimentos e bebidas. Excluem-se da definicdo, os sucos e/ou 0s
extratos de vegetais e outros ingredientes utilizados na elabora-
¢ao de alimentos e bebidas que possuem coloragao prépria, sal-
vo se adicionados com a finalidade de conferir ou intensificar a
coloracao propria do produto”.

A mesma resolugéo classifica os corantes da seguinte ma-
neira:

- corante organico natural: aquele obtido a partir de vege-
tal, ou eventualmente, de animal, cujo principio corante
tenha sido isolado com o emprego de processo tecnol6-
gico adequado;

- corante organico sintético: aquele obtido por sintese or-
ganica mediante o emprego de processo tecnolégico a-
dequado;

- corante artificial: € o corante organico sintético ndo en-
contrado em produtos naturais;

- corante organico sintético idéntico ao natural: € o corante
orgéanico sintético cuja estrutura quimica é semelhante a
do principio ativo isolado de corante organico natural;

- corante inorganico: aquele obtido a partir de substancias
minerais e submetido a processos de elaboracao e puri-
ficacdo adequados a seu emprego em alimento.
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- caramelo: o corante natural obtido pelo aquecimento de
acucares a temperatura superior ao ponto de fusao;

- Caramelo (processo amoénia): € o corante organico sinté-
tico idéntico ao natural obtido pelo processo amdnia,
desde que o teor de 4-metil, imidazol ndo exceda no
mesmo a 200 mg kg™.

Os corantes poderao apresentar-se isolados ou sob a for-

ma de mistura de pd, em solucdo ou associados a solventes e
veiculos (conforme especificagdo dos Anexos | e Il da presente
Resolugéo) ou sob a forma de sal de aluminio, aménio, potassio
ou sodio ou suas placas de aluminio ou calcio, respeitadas as
respectivas especificagdes.

Os corantes podem ser designados da seguinte maneira:

- pelo nome do respectivo principio ativo, quando 0 mesmo
tiver sido isolado de vegetal ou, eventualmente, de ani-
mal.

- por designacao que descreva o tipo de tratamento e que
tenha sido submetido ou o tipo de veiculo a que tenha
sido incorporado, seguido do nome do vegetal que lhe
tenha dado origem, quando extraido de vegetal.

- por seu nome quimico, comum ou cientifico, quando se
tratar de corante orgéanico sintético ou de corante inorga-
nico.

- 0s seguintes codigos de rotulagem serado adotados: co-
rante organico natural, corante organico sintético artifici-
al, corante orgéanico sintético idéntico ao natural e coran-
te inorgénico.

Esta resolucdo também regulamenta os solventes e veicu-
los autorizados na elaboragdo e processamento dos corantes:
agua, acgUcares, alcool etilico, amidos, dextrinas, cloreto de so-
dio, gelatinas, glicerol, 6leos e gorduras comestiveis. Estas in-
formacdes sdo importantes, haja vista que o pigmento laranja é
solavel em alcool etilico e o pigmento vermelho é sollvel em
agua e alcool etilico.

2.3 Cultivo do Género Monascus

Fungos do género Monascus possuem capacidade de for-
mar colénias de 20 a 30 mm de didmetro apds sete dias de culti-
vo em agar dextrose de batata (PDA). As colbnias sdo planas,
eventualmente com pequeno desenvolvimento aéreo, com textu-
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ra superficial floculenta, micélio inicialmente branco entre 1 a 2
dias de cultivo, passando para laranja a vermelho pardo a medi-
da que a cultura se desenvolve, com a formacgao de cleistotécios
e aleurioconidias. Geralmente ha formagao de pigmentos que se
difundem pelo agar, como apresentado na Figura 2.2 (Pitt e Hoc-
king, 1997).

Os cleistotécios sao esféricos, de 30 a 60 um de diametro,
formados como um né de hifas a partir de um peddnculo bem
definido, com paredes celulares, tornando-se marrons com a
maturagdo. Pode haver formacdo de aleurioconidias em pedun-
culos laterais as hifas, mais comumente terminais, as vezes nas-
cendo isolados, mas comumente em cadeias de até 10 células
de comprimento, esféricas a piriformes, freqiientemente arredon-
dadas na maturagado. As coldnias do Monascus ruber sao de
crescimento mais rapido que outras espécies (Pitt e Hocking,
1997).

Figura 2.2: Culturas de Monascus ruber CCT 3802 em meio
PDA.

A Tabela 2.1 apresenta as principais espécies de Monas-
cus utilizadas para produzir pigmentos através do processo de
fermentacdo em estado sélido (FES) e fermentagdo submersa
(FSm).
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Tabela 2.1: Principais espécies de Monascus utilizados para pro-
duzir pigmentos.

Cultivo Microrganismo Referéncia
M. ruber ATCC Hajjaj et al. (1997);
96218 Hajjaj et al. (2000a)
M. ruber LEB A 1-3, Hamano et al. (2005)
M. purpureus Tseng et al. (2000);
' Hamdi et al. (1996)
FES Monascus sp. ATCC Carels e Shepherd
16436 (1975)
Monascus sp. J101 Suh e Shin (2000)
%O()%%SCUS sp. KCCM Jung et al. (2003)
Monascus kaoliang Lin e lizuka (1982)
Monascus ruber 102w Lian et al. (2007)
Monascus sp. B683 Lee et al. (1995)
Monascus purpureus Juzlova et al. (1996);
CCM8152 Juzlova et al. (1994)
Monascus ruber ATCC Haijjaj et al. (1999a);
FSm 96218 Hajjaj et al. (1999b)

Monascus ruber
Monascus
CCT3802
Monascus ruber LEB
A4-9

ruber

Wang et al. (2000)
Moritz (2005); Meinic-
ke (2008)

Kilikian et al. (2003)

Além dos pigmentos, estes microrganismos produzem ou-

tras substancias como, terpenos, lipideos, proteinas, aminoaci-
dos, fitoesterdis e isoflavonas (INPR, 2006), compostos antimi-
crobianos (Wang et al., 2002; Wong e Bau, 1977; Wong e Koe-
hler, 1981; Fink-gremmels et al., 1991), amilase (Moritz, 2005),
glicoamilase (Yongsmith et al., 1997), antioxidantes (Yang et al.,
2006; Tseng et al., 2006), alcoois, acidos organicos e acidos gra-
X0s, cetonas e vitaminas (Yongsmith, 1999). Aplicacdes cardio-
vasculares, antiinflamatérias, digestivas e gastrintestinais, com-
bate ao cancer e disfungdes organicas tém sido citadas na litera-
tura (INPR, 2006).

Wong e Bau (1977), Wong e Koehler (1981), Fink-
Gremmels et al. (1991) e Blanc et al. (1995a) demonstraram a
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ocorréncia da atividade antibacteriana de pigmentos vermelhos
brutos, produzidos por espécies de Monascus. A observagao do
efeito bacteriostatico dos pigmentos produzidos por espécies de
Monascus pode conduzir a utilizagao parcial destes pigmentos
como substituto do nitrito no processamento de carnes.
Fink-Gremmels et al. (1991) fizeram um estudo sobre o e-
feito bacteriostatico do pigmento monascus em diferentes mi-
crorganismos. Concluiram que bactérias Gram-positivas sao ini-
bidas mais fortemente que as Gram-negativas, nao havendo ini-
bicdo de Lactobacillus. Blanc et al. (1995a) encontraram resulta-
dos similares, com excec¢do de Escherichia coli, que nédo sofreu
inibicdo. Maior inibicao foi verificada sobre o crescimento de Ba-
cillus subtilis. Wong e Bau (1977) avaliaram a atividade antibac-
teriana de extratos produzidos por Monascus purpureus submeti-
dos ao tratamento por néutrons e raios X. Através da Tabela 2.2,
verifica-se que houve inibicdo do crescimento de isolados de
Bacillus, Streptococcus e Pseudomonas, mas nao foi encontrada
inibicdo para Alcaligenes, Sarcina, Staphylococcus, Aerobacter,
Escherichia coli, Salmonella e Shigella.
Tabela 2.2: Atividade antimicrobiana de extratos de pigmentos
produzidos por cepas de Monascus induzidas por néutrons e por
raios X (Wong e Bau, 1977).

Microrganismo Gram  Halo de Inibigdo (mm)
Bacillus sp. + 2,36 +0,18

B. subitilis + 1,51 + 0,09

B. sphaericus + 1,23 +0,10

B. cereus + 1,24 + 0,08

B. megaterium + 2,27 + 0,13
Streptococcus aureus + 1,16 £ 0,09

P. fluorescens -

1,00 £ 0,00
Alcaligenes viscolact - ni

Sarcina lutea + ni
Staphylococcus aureus + Ni
Aerobacter aerogenes - ni
Escherichia coli B - ni
E. coli poly Al - Ni
Salmonella typhi - ni
Shigella sonnei - ni

ni: ndo houve inibicao.
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2.3.1 Producao de Pigmentos por Monascus spp.

Pigmentos produzidos por microrganismos e microalgas
sdo comuns na natureza. Entre as moléculas produzidas estao
os carotendides, melaninas, flavinas, quinonas e mais especifi-
camente, monascinas, violaceinas, ficocianinas ou indigo (Du-
fossé et al., 2005). Fungos filamentosos possuem importantes
propriedades e significante papel humano e ambiental pela parti-
cipacdo na producdo de alimentos, na saude e ainda, reciclando
compostos organicos na biosfera. Seus potenciais bioquimicos e
de condicbes extremas de adaptacdo, como cultivo submerso,
tém sido utilizados na produgao de antibiéticos, enzimas, acidos
organicos e corantes para alimentos (Raimbault 1998; Hajjaj et
al., 2000a; Pandey et al., 2001; Kavanagh 2005).

Dentre estes fungos destacam-se os do género Monascus.
Este microrganismo é uma fonte de pigmentos naturais e comu-
mente utilizados na China, Indonésia, Taiwan, Coréia e Japao
para colorir arroz, vinho de arroz, peixes e carnes vermelhas
(Hajjaj et al., 2000a; Hajjaj et al., 2000b; Kilikian, 2002; Moritz,
2005; Dufossé et al., 2005). Tradicionalmente, estes pigmentos
sao produzidos pelo processo de fermentacdo em estado sélido
do arroz, farelo de arroz, miolo de pao e outros substratos amila-
ceos. Estudos revelaram que, junto com a produgéo de pigmen-
tos, o fungo excreta uma micotoxina denominada citrinina, que
possui propriedades antibidticas contra bactérias gram-positivas,
porém as propriedades nefrotéxicas e hepatotdxicas desta mico-
toxina, muitas vezes, inviabilizam a producao de pigmentos natu-
rais e sua utilizagado em produtos alimenticios (Blanc et al.,
1995a, Blanc et al., 1995b; Hajjaj et al., 1999; Hajjaj et al., 2000b;
Xu et al., 2006).

Estudos bioquimicos e genéticos podem ser empregados
para prevenir ou minimizar a quantidade de citrinina produzida. O
primeiro passo foi demonstrado por Hajjaj et al. (1999) (Figura
2.3) que a biossintese da citrinina é originada a partir de um te-
tracetideo ao invés de um pentacetideo como foi encontrado em
estudos realizados em Aspergillus terreus e Penicillium citrinum.
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Figura 2.3: Biossintese da citrinina e pigmento vermelho em Mo-
nascus ruber (Hajjaj et al., 1999a).

Desde que os pigmentos sao produzidos a partir dos hexa-
cetideos, isso sugere a existéncia de uma etapa que poderia
produzir diferentes quantidades de pigmentos e citrinina durante
o crescimento do fungo Monascus ruber. Porém as enzimas que
catalisam estas reacdes, ainda nao foram caracterizadas (Hajjaj
et al., 2000Db).

Espécies de Monascus podem produzir pigmento amarelo,
laranja e vermelho (Figura 2.4). A condensagdo de um mol de
acetato com cinco moles de malonato leva a formagao, no cito-
sol, do cromoéforo hexacetideo através do complexo multienzima-
tico policetideo sintase. Os acidos graxos de cadeia média como,
por exemplo, o acido octandico, sao sintetizados pela via meta-
bélica dos acidos graxos e ligam-se a estrutura do cromoéforo
através de uma reacgéo de trans-esterificacdo gerando o pigmen-
to laranja (monascorubrina - Ca3H26Os ou rubropunctatina -
C,1H2205 em trans-esterificagdo com o acido octandico). A oxida-
¢do do pigmento laranja monascorubramina da origem ao pig-
mento amarelo (ankaflavina - C3H3,05 ou monascina - Cz1H205
para a rubropunctatina). Os pigmentos vermelhos (monascoru-
bramina - Cu3H>;NO,4 e rubropunctamina - C,1H23NO,4) séo pro-
duzidos pela reagdo do pigmento laranja com compostos que
contenham NHs; e NH, na molécula. Esses pigmentos sao insta-
veis a pH extremos, luminosidade e temperatura e permanecem
intracelularmente devido a alta hidrofobicidade, sendo eventual-
mente excretados para o meio de cultivo apds a reacao (Hajjaj et
al., 2000b).
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Figura 2.4: Estruturas dos principais pigmentos produzidos por
espécies de Monascus.

Devido a afinidade por grupos amino, os pigmentos de
Monascus estao associados freqlentemente a proteinas (Wong
e Koehler, 1981) ou a parede celular, formando um complexo
que pode ser de dificil extragdo. Outros autores consideram que
pode haver fixagdo dos pigmentos a lipidios da biomassa fungi-
ca, de forma que a extracdo envolveria rompimento celular e
dissolucdo em solvente orgéanico (St. Martin et al., 1991).

Hajjaj et al. (2000a) avaliaram a adicdo de glicina, alanina,
valina, leucina, serina, prolina, tirosina, glutamina, lisina, arginina,
triptofano e histidina no meio de cultivo e quantificaram a produ-
¢ao de pigmentos e citrinina. Com a adi¢ao de histidina, maiores
quantidades de pigmentos vermelhos foram produzidas e a pre-
sencga de citrinina nao foi verificada. Estes resultados podem ser
explicados devido a biotransformagcdo da histidina através da
enzima histidina descarboxilase levando a formagao de perdxido
de hidrogénio (H.O,) o qual reage com a citrinina eliminando sua
toxicidade, conforme sugerido por Blanc et al. (1995).

Estratégias para extrair o pigmento do interior das células
fungicas e a descoberta de novos metabdlitos bioativos de inte-
resse comercial, sdo atrativos que favorecem investimentos nes-
ta area de conhecimento. Além disso, é sabido que moléculas
téxicas, como o caso da citrinina, sdo produzidas concomitante-
mente com os pigmentos vermelhos produzidos durante os culti-
vos em meio sélido ou submerso. Estudos realizados por Moritz
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(2005) demonstraram que o pigmento vermelho é produzido par-
cialmente associado ao crescimento celular, enquanto que a ci-
trinina é produzida de maneira ndo associada, apresentando
comportamento caracteristico de metabdlitos secundarios. Estes
resultados s&do importantes, uma vez que a utilizacdo dos pig-
mentos vermelhos foi proibida em alguns paises devido a pre-
sencga de citrinina. Tal avaliagdo ainda é polémica na atualidade,
pois, segundo varios autores, o potencial tdéxico do extrato de
espécies de Monascus é menor que das nitrosaminas, compos-
tos que sdo formados em carnes curadas pela adigdo de sais de
nitrito e nitrato (Blanc et al., 1995a; Blanc et al., 1999; Bakosova,
2001; Moritz, 2005).

O efeito da temperatura sobre a produgédo de pigmentos
por Monascus foi estudado por Rasheva et al. (1998). Descobri-
ram que o fungo Monascus possui faixa 6tima de crescimento na
faixa de 28 a 32 °C, em acordo com os registros de cada espécie
em bancos de cepas. No caso de M. purpureus CBS 109.7, por
exemplo, a temperatura 6tima de crescimento foi a 34 °C, en-
quanto que a temperatura minima foi de 18 °C e a maxima de 46
°C.

Fontes de carbono também foram alvos de pesquisas na
produgéo de pigmentos. Lee et al. (1995) estudaram o efeito da
concentragéo (50, 200 e 400 g L") de amido de tapioca em culti-
vos batelada e batelada alimentada na producdo de pigmentos
por Monascus sp. Nos estudos realizados em sistema batelada
com 50 g L de amido de tapioca observaram a formagdo de
biomassa de aproximadamente 8 g L' e 30 UAsgonm. Altas con-
centragdes de amido resultaram em pequena quantidade de bi-
omassa e pigmento, podendo estar relacionada ao aumento da
viscosidade do meio de cultivo, dificultando o suprimento de oxi-
génio dissolvido, o qual é essencial para a biosintese dos police-
tideos.

Moritz (2005) utilizou farelo de arroz na producgédo de pig-
mentos vermelhos por Monascus ruber CCT 3802. Os resultados
indicaram que a utilizagdo de amido como fonte de carbono, de-
ve ser utilizada em cepas que possuem uma atividade enzimatica
relativamente alta para hidrolisar o amido. Meinicke (2008) utili-
zou o glicerol, residuo da producao de biodiesel, como fonte de
carbono para a producéao de pigmentos vermelhos por Monascus
ruber. Esta aplicacdo € promissora devido a crescente corrida
energética em busca do biodiesel.
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O fornecimento de diferentes fontes de nitrogénio leva a
formacdo de diferentes quantidades de pigmentos produzidos
pelo Monascus. Lee et al. (1995) avaliaram quatro meios de cul-
tivo para a produgéao de pigmento. A maxima producéo de pig-
mentos (amarelo, laranja e vermelho) foi obtida quando utilizado
cloreto de aménio (NH4CI) como fonte de nitrogénio. Hajjaj et al.
(2000a) avaliaram a adicdao de 12 aminoéacidos ao meio de culti-
vo. Com a adigao de histidina, maiores quantidades de pigmen-
tos foram obtidas e a presenca de citrinina nao foi verificada.
Jung et al. (2003) avaliaram a produgéo de pigmentos vermelhos
pela adigdo de 20 aminoacidos ao meio de cultivo. As adi¢cbes de
glicina e histidina resultaram na proporcao de aproximadamente
80% de pigmentos vermelhos. Quando utilizados os aminoacidos
serina, glutamina, glicina, alanina e histidina a proporcao de pig-
mentos vermelhos esteve acima de 50% do total. Com as infor-
magdes apresentadas por Lee et al. (1995), Hajjaj et al. (2000a)
e Jung et al. (2003) foi elaborada a hipétese de produgao do
pigmento laranja, como precursor do pigmento vermelho, durante
os cultivos do Monascus ruber CCT 3802.

A agitacdo e aeracdo também foram alvos de pesquisas.
Kim et al. (2002) realizaram cultivos sob freqiiéncias de agitacao
de 200; 350; 500; 600 e 700 rpm sob vazao especifica de 1,5
vvm. Verificaram que as freqiiéncias de agitagdo de 600 e 700
provocaram grande ruptura micelial e redugdo no crescimento
celular, aumentando a excregéo de proteinas no meio de cultivo.
As freqiiéncias de agitacdo de 200, 350 e 500 rpm apresentaram
menores danos ao micélio. Maiores quantidades de pigmentos
(220 UAs10nm) foram produzidas sob frequéncias de agitacao de
500 rpm. Hajjaj et al. (1999) avaliaram a produgédo de pigmento
por Monascus ruber em meio sélido sob as vazdes especificas
de aeragao de 0,04, 0,4 e 2 vvm e diferentes freqiéncias de agi-
tacdo 100, 250 e 400 rpm. Maiores quantidades de pigmentos
(5,47 mg gs"') foram produzidas sob aeragdo de 2 vwm e agitacéo
de 250 rpm, embora grandes quantidades de citrinina (6,83 mg
gs ') tenham sido produzidas.

Poucas informacbes se tém a respeito da importancia do
oxigénio dissolvido na producdo de pigmentos por Monascus
ruber. Avaliar e determinar pardmetros operacionais relativos a
condicbes de producao de pigmentos pode esclarecer e resultar
em conclusdes importantes. Avaliar a transferéncia de oxigénio,
parametros relacionados a respiracdo do microrganismo e de-
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terminar a concentragao de oxigénio dissolvido no meio de culti-
vo podem ser interessantes para a produgao de pigmentos.

Os fungos do género Monascus sao incapazes de crescer
em anaerobiose, mas podem crescer em condi¢des de limitagdo
de oxigénio. Segundo Pastrana et al. (1995), nestas condi¢des
ocorre 0 aumento da producao de etanol e CO; e redugédo na
producédo de pigmentos. Em condi¢gdes de maiores niveis de ae-
racdo havera maior disponibilidade de oxigénio dissolvido ocor-
rendo o aumento na produgéo de pigmentos e redugao na produ-
¢ao de etanol. Chen e Johns (1994) verificaram que sob concen-
tracdes de glicose superiores a 50 g L™ ocorre o efeito similar ao
Crabtree, que pode ser entendido como a inibicdo do consumo
de oxigénio pela adicao de glicose, resultando no desvio do me-
tabolismo predominantemente oxidativo para o metabolismo fer-
mentativo, mesmo em condigcbes de boa aeragao.

Hamdi et al. (1996), destacaram que sob baixas concen-
tracbes de substrato, é possivel dividir a produgcdo em duas fa-
ses. Inicialmente a glicose sendo convertida a etanol e biomassa,
e em seguida, o etanol sendo convertido em biomassa e pigmen-
to. Hajjaj et al. (2000a) verificaram em meio sintético que em
condic¢oes limitantes de oxigénio dissolvido, a produgéao de pig-
mentos vermelhos estd associada ao crescimento celular, en-
quanto que em excesso de oxigénio a produgao de pigmentos
pode ser inibida pelo efeito de um produto desconhecido. Lee et
al. (1995) verificaram que baixas concentragbes de oxigénio ini-
bem a formagédo do pigmento tanto em cultivos em meio sélido
quanto em cultivos submersos. Hamdi et al. (1996) verificaram
que o microrganismo produziu grandes quantidades de pigmento
utilizando o etanol produzido durante o processo fermentativo
como substrato.

Através destas informacdes é possivel verificar que os fato-
res agitacao, aeragao e oxigénio dissolvido devem ser investiga-
dos para determinar condicées e parametros operacionais favo-
raveis a producao do pigmento laranja pelo Monascus ruber.

2.4 Demanda e Transferéncia de Oxigénio

Anteriormente, foi comentado sobre a importancia e as
contradi¢cbes encontradas na literatura sobre o papel do oxigénio
na produgao de pigmentos por Monascus. Com base nos ensaios
preliminares, foi verificado que o fungo Monascus ruber CCT



50

3802 nao produziu pigmentos sob condigdes limitantes de oxigé-
nio. Sendo assim, surgiu a necessidade de avaliar o papel do
oxigénio dissolvido na produgcédo de pigmento laranja pelo fungo.
A seguir, esta apresentada uma breve revisdo bibliografica en-
globando conceitos-chave sobre a transferéncia de oxigénio em
bioprocessos para aplicagdo nos cultivos de Monascus ruber.

O objetivo central de um sistema de agitagado é o forneci-
mento de oxigénio para a manutencdo da atividade respiratéria
de certo conjunto de células. Assim, o que se visa é transferir o
oxigénio da fase gasosa para a fase liquida e fazer com que este
oxigénio dissolvido, chegue as células suspensas, penetre nes-
tas células e, finalmente, seja consumido na reagao (Schmidell,
2001).

Este processo, desde o fornecimento até o consumo de o-
xigénio pelo microrganismo, pode ser dividido em trés etapas
(Figura 2.5). A primeira, diz respeito a dissolucdo do oxigénio do
gas para o liquido, a segunda a eventual difusdo do oxigénio até
a célula e a terceira o consumo do oxigénio pelo microrganismo
através do processo respiratério (Blanch e Clark, 1997).

S °2%  Bactérias
5
N

\ 255
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Bolha de gas
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R2
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. s
Filme gasoso ———» J
Filme liquido ——

Figura 2.5: Transferéncia de massa da fase gasosa para a fase
liquida para diferentes microrganismos (modificado de Reuss,
1991).

No caso de células eucaritticas, poderia existir uma difi-
culdade para o oxigénio atingir membranas internas das mito-
condrias, onde estdo localizados os sistemas enzimaticos e as
proteinas responsaveis pela respiracdo. No caso de bactérias, a
localizagao desses sistemas € na membrana citoplasmatica, mo-
tivo pelo qual ndo ha realmente razdo para considerar essa resis-
téncia. No caso de fungos filamentosos onde muitas vezes é
identificado o crescimento na forma de pellets, poderia existir
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uma resisténcia em termos da difusdo do oxigénio para as célu-
las mais internas do aglomerado. Neste caso, ao mesmo tempo
em que o oxigénio esta sendo transportado pelo interior do pellet,
0 mesmo estd sendo consumido pelos microrganismos, resultan-
do na morte de células no centro do pellet (Blanch e Clark, 1997;
Schmidell, 2001).

Dentre as varias teorias que permitem o equacionamento
da transferéncia de oxigénio, a de maior utilidade para a presente
questao é exatamente aquela que considera a existéncia de duas
peliculas estagnadas. Na Figura 2.6 busca-se ilustrar, com maio-
res detalhes, a interface liquido-gas com as mencionadas pelicu-
las.

Gas

(C2) | P9 Pelicula

Interface
qasosa

La—="

Pelicula
liquida

{pi)

-
Liguido

Figura 2.6: Interface gas-liquido com as peliculas estagnadas.

Ao imaginar uma bolha de ar suspensa em um meio liqui-
do, pode-se também supor a existéncia de uma pelicula gasosa
estagnada, entre o seio gasoso (homogéneo com pressao parcial
de O, constante) e a interface gés-liquido, pelicula na qual se
localizaria a resisténcia ao transporte do oxigénio, caracterizada
pelo inverso do coeficiente de transferéncia da pelicula gasosa
(kg), coeficiente este definido pela relagdo entre a difusividade do
oxigénio e a espessura da pelicula estagnada. A transferéncia
ocorreria apenas por efeito difusional e, portanto, depende da
existéncia de um gradiente entre a pressao parcial de O, na in-
terface (p).

Igualmente na fase liquida pode-se supor a existéncia de
uma pelicula estagnada ao redor da bolha, na qual se localizaria
a resisténcia ao transporte do oxigénio, caracterizada pelo inver-
so do coeficiente de transporte na pelicula liquida (k;). Aqui tam-
bém o fluxo de oxigénio depende, além do coeficiente de transfe-
réncia, da existéncia de um gradiente entre a concentracdo de O,
na interface (C) e a concentragdo de O, no seio liquido (C) (S-
chmidell, 2001).
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Para solugdes diluidas envolvendo espécies quimicas pou-
co soluveis, como é o caso do oxigénio em caldos fermentativos,
a Lei de Henry define as relagbes apresentadas nas equagdes
2.1, 2.2 e 2.3 (Blanch e Clark, 1997).

C, = H.py,, (2.1)
C=Hpo (2.2)
Cs = H.po, (2.3)

onde C; é a concentragéo de oxigénio dissolvido na interface gas-
liquido, C é a concentracdo de oxigénio dissolvido na fase liqui-
da, Cs é a concentragido de oxigénio dissolvido na fase liquida
em equilibrio com a presséo parcial de oxigénio da fase gasosa,
P oz2i € a pressao parcial de oxigénio na interface gés-liquido, p o2
€ a pressao parcial de oxigénio na fase gasosa em equilibrio com
a concentragao de oxigénio dissolvido da fase liquida (C), po2 € a
pressdo parcial de oxigénio dissolvido na fase gasosa e H é a
constante de Henry;

Uma das grandes dificuldades enfrentadas quando se tra-
balha com a transferéncia e o0 consumo de oxigénio dissolvido é
a determinacao da constante de Henry (H) que servird de refe-
réncia para o calculo da concentragao de saturagao. Eletrodos de
oxigénio dissolvido informam a pressao parcial do gas no liquido
através da percentagem de saturacdo e nao o valor absoluto da
concentragdo de oxigénio no liquido. Observando a equagao 2.3
percebe-se que a concentragdo de saturagdo de oxigénio no
meio liquido é proporcional a pressao parcial do oxigénio no gas.
Esta proporcionalidade é dada pela constante de Henry.

A concentragdo de saturagdo de oxigénio dissolvido no li-
quido pode ser determinada pelo método de Winkler (1888) que
consiste na determinagcédo da clorosidade do liquido. Através de
uma relacdo da constante de Henry em funcdo da clorosidade
pode-se estimar a constante H. Outro método foi sugerido por
Képpeli e Fiechter (1981). Este método consiste em adicionar
quantidades conhecidas de oxigénio (equacao 2.4), através da
“quebra” de peréxido de hidrogénio (H-O.) em oxigénio e agua
por uma catalase. Neste trabalho, pela facilidade de adaptagao
as condigdes do laboratério, a constante H foi determinada pelo
método proposto por Képpeli e Fiechter (1981).

H,O, + catalase — éOZ + H,O (2.4)
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Muitos trabalhos encontrados na literatura consideram a
concentragdo de saturacao de oxigénio na agua destilada (valo-
res tabelados). Esta consideragéo leva, muitas vezes, a conclu-
sOes errbneas, pois a constante de Henry é fungédo de alguns
parametros, dentre eles, a temperatura e a concentracao de nu-
trientes. Em bioprocessos, o que se fermenta sdo meios de cultu-
ra sintéticos geralmente complexos. Em alguns casos, a concen-
tracao de saturagdo do meio de cultivo pode chegar a ser de 80 a
85% do valor da concentracdo de saturagao da agua destilada a
uma mesma temperatura (Blanch e Clark, 1997; Schmidell,
2001).

Sabe-se, que durante o cultivo de microrganismos em um
dado meio existe uma estequiometria geral do processo. O con-
sumo de nutrientes, com conseqiente formacdo de biomassa,
produtos finais e intermediarios do metabolismo. Como a cons-
tante H é fungcdo da concentragdo de nutrientes deve existir a
variacao de H no decorrer de um cultivo. Conhecendo esta varia-
cao, torna-se possivel aumentar a rigorosidade da analise do
consumo de oxigénio em determinado bioprocesso.

Admitindo que o sistema de transferéncia de oxigénio este-
ja em estado estacionario, assim como a existéncia de um perfil
linear da concentragdo de oxigénio no interior das peliculas, po-
dem-se escrever as equacgdes 2.5 e 2.6:

_gradiente

Resisténcia
onde Nge e o fluxo de OX|gen|o por unidade de éarea interfacial
(g0, m? h™") e a Resisténcia é o inverso do coeficiente de trans-
feréncia, Ievando a equacéo 2.6.

0, = KsH(Py — ;)= ks (C, = C; )=k (C; - C) (2.6)

onde kgéo coef|C|ente de transferéncia da pelicula gasosa (m h

", k. é o coeficiente de transferéncia da pelicula I|qU|da (m h™,
pg € a presséo parcial de O, no seio gasoso (atm), p; € a pressédo
parcial de O, na interface (atm), p; é a pressao parcial de O, em
um gas que estaria em equilibrio com a concentragdo de oxigé-
nio C no liquido, segundo a Lei de Henry (atm), H é a constante
de Henry (g0, m™® atm™), Cs é a concentragdo de O, dissolvido
no Ilqwdo em equilibrio com p,;segundo a Lei de Henry (9O, m?),
C éa concentragao de O, dissolvido em equilibrio com p; gog m’
%) e C é a concentragdo de oxigénio no seio liquido (gO. m

(2.5)

02
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No entanto ndo ha condicdes de se conhecer valores rela-
tivos a interface gas-liquido, podendo-se determinar valores de
concentragao no seio do liquido, trabalhando-se com um coefici-
ente global de transferéncia de oxigénio (soma de todas as resis-
téncias), ou ainda, tendo em vista a resisténcia do filme liquido,
pode-se considerar py = p; €, como decorréncia, C; = Cs, a equa-
¢ao 2.6 pode ser representada pela equagao 2.7.

No, = kH(p, — P, )=k (C,-C) (2.7)

Em virtude da intensa movimentacdo das moléculas de

gas, a resisténcia a transferéncia de massa na fase gasosa (R;)

pode ser considerada desprezivel e, portanto, toda a resisténcia

a transferéncia de oxigénio deve-se a pelicula estagnada da fase

liquida, onde k, >> k; e k.= ki, logo, pode-se escrever a equagao
2.8.

Mo, =k,(C,=C) (2.8)

Multiplicando-se o fluxo de oxigénio (nO.) pela area inter-
facial de troca de massa (a), dada pela area superficial das bo-
lhas por unidade de volume de liquido, define-se a velocidade de
transferéncia de oxigénio (NO,) apresentada pelas equagbes 2.9
e 2.10.

ne,-a=N,, =ka(C,-C) (2.9)
ou
dC
Esza(Cs _C) (210)

onde nOa é a velocidade de transferéncia de oxigénio (gO, m™®
h™), NO, é a diferenca de oxigénio que se consegue dissolver
(902 m> h'12, ki a é o coeficiente volumétrico de transferéncia de
oxigénio (h™') e dC/dt é a diferenga de oxigénio que se consegue
dissolver (gO, m® h'™);

Badino (1997) destaca que a agitacao e a aeragdo em cal-
dos fermentativos influenciam o produto k.a de duas formas.
Primeiramente, sabendo-se que o coeficiente de transferéncia de
massa da fase liquida (k.), pode ser escrito pela equagao 2.11.

D
k o ;2 (2.11)

onde Do é a difusividade do oxigénio através da pelicula estag-
nada da fase liquida (m®* h™') e §é a espessura da pelicula es-
tagnada da fase liquida (m).
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Logo, a agitagéo e aeragdo atuam diminuindo a espessura
da pelicula estagnada (¢) da fase liquida (Figura 2.7) e, de acor-
do com a equacgao 2.11, aumenta o coeficiente de transferéncia
de massa da fase liquida (k). A segunda forma de acéo é a re-
ducdo do didmetro das bolhas de gas através da fragmentagao,
aumentando consideravelmente a area interfacial de transferén-
cia (a) e, por conseqléncia, o produto k;a (Badino 1997).

Agitagio Agitagiio
branda vigorosa

gls & o]

Impelidores
X g

K]
5 ok |

Peliculas
estagnadas

Figura 2.7: Efeito da agitacao sobre a espessura da pelicula es-
tagnada da fase liquida.

2.5 Reologia de Caldos de Fermentacao

Muitos processos fermentativos industriais envolvem culti-
vos de microrganismos filamentosos, gerando caldos de fermen-
tacao heterogéneos e viscosos com caracteristicas reol6gicas de
fluidos nao-Newtonianos. O comportamento reolégico destes
caldos pode ser afetado por muitos fatores, dentre eles, a natu-
reza do microrganismo (Doran, 1995) e da fonte de carbono (Cho
et al., 2002), concentracéo inicial da fonte de carbono (Queiroz et
al., 1997), concentracao de biomassa (Cho et al., 2002), concen-
tracao de sais (Bueno e Garcia-Cruz, 2001), producao de exopo-
lissacarideos, produgéo de enzimas, morfologia, temperatura, pH
e atividade de agua (Pollard et al., 2002).

O aumento da concentragdo celular, a excrecao de polime-
ros e até mesmo a fragmentacdo do micelio devido a tensao de
cisalhamento impostas pelos impelidores contribuem para o au-
mento da viscosidade. A medida que a viscosidade aumenta, o
fluxo de oxigénio da fase gasosa para a fase liquida diminui, de-
vido a reducdo do nimero de Reynolds e pela presenca de suiji-
dades (sais e biomassa) na camada estagnada, aumentando a
resisténcia da difusdo do oxigénio molecular, como pode ser veri-
ficado na Figura 2.8.
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Figura 2.8: Efeito da viscosidade sobre a transferéncia de oxigé-
nio.

A Lei de Newton da Viscosidade (Eq. 2.12) mostra que a
relacdo entre a tensdo de cisalhamento (forca de cisalhamento
versus area) e o gradiente local de velocidade ¢ definida através
de uma relacéo linear, sendo a constante de proporcionalidade, a
viscosidade do fluido. Portanto, todo fluido que, em escoamento
laminar, apresentar relacao linear entre a tenséo de cisalhamento
e o gradiente de velocidade, sdo denominados fluidos Newtonia-
nos. Para esses fluidos, a viscosidade depende somente da tem-
peratura e da pressado as quais o fluido é exposto, sendo inde-
pendente do gradiente de velocidade (Rao, 1999).

av
T=U e (2.12)
onde 7¢é a tensdo de cisalhamento (kg m™ s ou Pa), x é a vis-
cosidade (kg m” s ou mPa s) e dv/dr é o gradiente de velocida-
de na direcdo radial (s™).

No entanto, nem todos os fluidos apresentam comporta-
mento Newtoniano. De maneira geral, todos os fluidos que néo
seguem a Lei de Newton sdo denominados fluidos néo-
Newtonianos. A reologia, ciéncia que estuda a deformagao e o
escoamento da matéria reserva dentro do seu amplo espectro de
enfoque, uma fatia consideravel para o estudo do comportamen-
to reoldgico dos chamados fluidos nao-Newtonianos (Badino Jr.,
1997). Uma pratica comum tem sido a aplicagdo da lei de potén-
cia para representar a tensao de cisalhamento em fungdo do
gradiente de velocidade, conforme a equacdo 2.13 (Schmidell,
2001).

av

r= k(aj (2.13)
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onde k é o indice de consisténcia (Pa s") e n é o indice de com-
portamento de escoamento (adimensional).

Diferentemente dos Newtonianos, a relacédo entre a tenséo
de cisalhamento (7) e o gradiente de velocidade (7 para fluidos
nao-Newtonianos nao é linear, sendo a natureza dessa relacdo o
critério utilizado para a classificagéo dos diversos tipos de fluidos.
A Figura 2.9 apresenta os reogramas de zem fungé@o de ycarac-
teristicos para varios fluidos, incluindo os Newtonianos.

3
pseudoplistico

com yield stress
plistico de Bingham

pseudoplistico
newtoniano

yield
stress

~a—— dilatante

Je——{Tensdo de cisalhamento

Taxa de cisalhamento

Figura 2.9: Reogramas de fluidos.
O modelo da lei da poténcia prediz o comportamento reo-
l6gico da maioria dos fluidos ilustrados na Figura 2.8. Este mode-
lo pode ser reescrito na forma da equagéo 2.14.

T=k-y" (2.14)
onde yé o gradiente de velocidade (s
Definida como sendo a relagédo entre a tensdo de cisalha-
mento (7) e o gradiente de velocidade (7). A viscosidade aparente
(Uap), definida para fluidos ndo-Newtonianos que seguem a lei da
poténcia, é dada pela equagao 2.15.

(2.15)

ondey,, € a viscosidade aparente (kg m’s™).

Quando n < 1, o fluido é caracterizado como pseudoplasti-
co. A maioria dos fluidos nao-Newtonianos encontra-se nessa
categoria. Solugdes poliméricas de alto peso molecular e grande
parte das suspensdes, entre as quais se incluem caldos de fer-
mentacdo com microrganismos filamentosos, sdo exemplos de
fluidos pseudoplasticos (Badino Jr., 1997).

Para estes fluidos, de acordo com a equacéo 2.15, a vis-
cosidade aparente (i) diminui com o aumento do gradiente de
velocidade. Quando n > 1, o fluido é denominado dilatante. Sus-



58

pensdes de amido, de silicato de potassio e de areia sao exem-
plos de fluidos dilatantes. Ao contrario dos fluidos pseudoplasti-
cos, a viscosidade aparente (uz) aumenta com o aumento do
gradiente de velocidade (7) para os fluidos dilatantes. Quando n =
1, o fluido é caracterizado como Newtoniano e, nesse caso, 0
indice de consisténcia (k) é a propria viscosidade () do fluido.

Conhecer o comportamento reolégico de caldos de fermen-
tacao é de fundamental importancia, pois as caracteristicas reo-
l6gicas desse tipo de fluido variam, principalmente, em fungéo da
concentragéo de seus componentes, de sua temperatura e, em
certas fermentagdes (fungicas, por exemplo), em fungdo das
condi¢cdes de cisalhamento (agitacdo/aeracao) a que sao subme-
tidos. Devido a grande complexidade da reologia de caldos de
fermentagdo nao—Newtonianos, faz-se necessario conhecer e
acompanhar o comportamento reoldgico durante tais processos
fermentativos.

A reologia desses caldos de fermentagéo tem sido ampla-
mente estudada, sendo essas suspensdes caracterizadas como
fluidos de Bingham, de Casson ou, mais usualmente, como flui-
dos pseudoplasticos, utilizando-se rebmetros convencionais de
bancada como o de cilindros concéntricos (Doran, 1995; Warren
et al., 1995).

Os principais problemas quanto a utilizagao deste tipo de
redbmetro, estdo relacionados ao fato do tamanho dos pellets ser
da mesma ordem de grandeza do espacgo anular entre os cilin-
dros concéntricos, comprometendo as medidas, além do risco de
danificar os pellets ou grumos de microrganismos. Ocorre tam-
bém, a tendéncia da biomassa ser centrifugada ou sedimentada,
resultando em gradientes de concentragdo. Estes problemas,
muitas vezes podem ser contornados através da construcdo de
sistemas que distribuam homogeneamente os pellets, evitando
gradientes de concentragao (Doran, 1995; Badino Jr., 1997).

Uma vez caracterizados reologicamente os caldos de fer-
mentacdo, uma pratica comum tem sido relacionar propriedades
reolégicas, como o indice de consisténcia (k) do modelo da Lei
da Poténcia, com a concentracdo celular (X) com o objetivo de
obter correlagbes Uteis para o monitoramento e controle de bio-
processos.

A Tabela 2.3 apresenta alguns valores do indice de consis-
téncia no inicio e ao final dos cultivos realizados com diferentes
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microrganismos e a Tabela 2.4 apresenta algumas rela¢des do
indice de consisténcia em funcédo da concentragcdo de biomassa
obtidas na caracterizagéo de diferentes caldos de fermentacao.
Cho et al. (2002) investigaram o efeito da glicose e do ami-
do, utilizados como substratos na produgédo de pigmentos por
Paecilomyces sinclairii, na reologia do caldo de fermentacéo
submetido a diferentes vazdes especificas de aeragdo em bior-
reator de 5 litros sob agitagdo de 150 rpm. O caldo de fermenta-
cao apresentou comportamento pseudoplastico. Maiores indices
de consisténcia e pseudoplasticidade foram obtidos no meio de
cultivo contendo glicose como fonte de carbono.
Tabela 2.3: indice de consisténcia inicial e final de caldos de fer-
mentacao.

Microrganismo  K;(Pas") K;(Pas") Referéncia

Aspergillis <0,02 37,000 Queiroz et al. (1997)
g‘j/ger;g’r’;us 0,010 19941 Wang e Webb (1995)
ﬁ;@ﬁrg"’us 0,018 2375 Berovic etal. (1993)
ﬁ;@irg"’us <0,02 1,230  Berovic etal. (1993)
/;’\isg,t;errgi/us 0,011 1,263 Berovic et al. (1993)
ﬁ;@ﬁrg"’us 0,023 1,146  Berovic et al. (1993)
2‘5@?’9”“3 0,003 5042 Berovic et al. (1993)
g’;‘o';gnsis <0,02  >10,500 Pollard et al. (2002)
" ﬁ;’y’ggg‘;’rg’um 0,034 6549  Goudar et al. (1999)

Ki: indice de consisténcia inicial e k;: indice de consisténcia ao final d cultivo.
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Tabela 2.4: Relag6es do indice de consisténcia (k) em fungéo da
concentracao de biomassa para diferentes microrganismos.

Microrganismo Relacéo Referéncia
Aspergillus B 2 031X Schimidell et al.
awamori k=51-10"6 (1994)
Aspergillus B 2 148 Queiroz et al.
awamori k=89-10"X (1997)
Aspergillus k =0,32X**N**Q%* Badino et al.
awamori (1999)
Aspergillus _ 2 \,2,48 Reuss et al.
niger k=30-10"X (1982)
Asperygillus _ -4 y/33 Allen e Robinson
niger k=43-10"X (1990)
Aerobasidium B 2 \243 ;
pullulans k=12-10° X Li et al. (1995)
Penicillium B 3y25 Allen e Robinson
chrysogenum k=36-10"X (1990)
Penicilium _ 1.02
chrysogenum k=022X Badino Jr et al.
Cephalosporium B 3 v2.00 (1994)
acremonium k=67-10"X

0 03460,461X
Penicillium - ; 0,034(1 — €>*'X) Goudar et al.
chrysogenum a 6,549 (1999)

Fonte: Modificado de Badino Jr. (1997).

Badino Jr. et al. (1999) avaliaram a influéncia da concen-
tracédo celular e das condi¢cbes de cisalhamento na reologia de
caldos de fermentacao de Aspergillus awamori NRRL 3112. Fo-
ram realizados nove ensaios em diferentes freqiéncias de agita-
cao, vazao de aeracdo e concentracao inicial de substrato. Os
resultados experimentais foram descritos em termos do modelo
da lei da poténcia, sendo os caldos caracterizados como pseu-
doplasticos ao longo de todos os ensaios. Os autores propuse-
ram uma correlagao relacionando o indice de consisténcia (k) em
funcéo da concentracdo de biomassa (X) e da influéncia da con-
dicdo de cisalhamento, produzidas pela agitacdo (N) e aeragao
(Q).
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Queiroz et al. (1997) avaliaram as mudancas reol6gicas do
caldo de fermentacdo de Aspergillus awamori na produgédo de
amiloglicosidase. Os experimentos foram realizados em diferen-
tes concentragdes iniciais de substrato (20, 40, 80, 120, 150 e
180 g L") em biorreator de 10 litros com aeragéo especifica de 1
vvm e agitagao de 700 rpm. No inicio do processo fermentativo, o
meio de cultivo apresentou comportamento Newtoniano. No de-
correr do processo, o caldo de fermentacéo apresentou compor-
tamento pseudoplastico devido ao aumento da concentracdo
celular, apresentando uma queda brusca no indice de compor-
tamento de escoamento do inicio até o tempo de 12 horas de
cultivo. J& o indice de consisténcia aumentou partir de 4 g L de
biomassa.

Conhecer as propriedades reoldgicas do caldo de fermen-
tacao pela determinagdo dos parametros indice de consisténcia
(k) e indice de comportamento de escoamento (n) em fungao da
concentragao de biomassa do Monascus ruber CCT 3802 possi-
bilita maior controle no decorrer de um bioprocesso.
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3. MATERIAL E METODOS

A seguir estao apresentados os materiais e métodos utili-
zados no decorrer do trabalho. A Figura 3.1 apresenta as princi-
pais etapas realizadas. Os resultados estdo apresentados no
Capitulo 4 (pg. 100).

Efeito do pH na velocidade de crescimento radial e na
producéao de piamentos pelo Monascus ruber CCT 3802

v

Transformacao do pigmento laranja em pigmento verme-
lho a partir da aminacdo com aminoacidos

v

Construcao e calibracao de um sistema vane para deter-
minar o comportamento reoldgico do caldo de fermenta-
cao do Monascus ruber CCT 3802

v

Producdo do pigmento laranja em biorreator. Importancia
da transferéncia de O»

v

Determinacao da estabilidade térmica e atividade antimi-
crobiana dos piamentos produzidos

Figura 3.1: Fluxograma das macro etapas realizadas no trabalho.

3.1 Microrganismo

O microrganismo utilizado neste trabalho foi o fungo fila-
mentoso Monascus ruber CCT 3802, obtido da Colecao de Cultu-
ras Tropicais da Fundagdo André Tosello (Campinas, SP), man-
tido em égar dextrose batata (PDA) (39 g L) e agar bacteriolégi-
co(bgl™)

A manutencéo do isolado foi realizada em tubos de ensaio
contendo agar dextrose de batata inclinado, esterilizados a 121
°C durante 15 minutos. Apds resfriados, os tubos foram inocula-
dos conforme metodologia proposta por Nagel et al. (1999), onde
uma algada do fungo, mantido em meio PDA, foi transferida para
os tubos e incubados a 30 °C por 7 dias. Este material foi utiliza-
do para inocular as garrafas de Roux contendo 150 mL do meio
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de cultura PDA, previamente autoclavadas a 121 °C por 15 minu-
tos e incubadas a 30 °C por 7 dias. Apés este periodo as garra-
fas foram armazenadas a 4 °C.

3.2 Efeito do pH na Producao de Pigmentos

Nesta etapa do trabalho foi determinado o efeito do pH na
velocidade de crescimento radial e na produgédo de pigmentos
em meio sélido (PDA) e submerso sob diferentes condigdes de
pH. A Figura 3.2 apresenta os principais passos realizados nesta
etapa do trabalho e os resultados estdo apresentados no item 4.1
(pg- 100). Os principais resultados experimentais podem ser veri-
ficados no Apéndice A (pg. 205).

Cultivo do M. ruber em agar dextrose
batata sob diferentes condi¢cées de pH

v v
Determinacao da Determinacao dos
velocidade de cres- pigmentos produzidos
cimento radial em diferentes pHs
I |

v

Cultivos submersos do M. ruber
em diferentes condigcoes de pH

v v
Determinacao da produgao dos Comportamento da biomassa e
pigmentos majoritarios sob da producao de pigmentos sob
diferentes condicoes de pH diferentes condicoes de pH
I |
v

Determinacao de condicoes de
producao do pigmento laranja

Figura 3.2: Fluxograma dos principais passos realizados nesta
etapa.

3.2.1 Velocidade de Crescimento Radial (Vcpg)

A determinacéo da velocidade de crescimento radial foi re-
alizada em meio PDA sob diferentes condigdes de pH (2 a 10),
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conforme metodologia proposta por Gabiatti et al. (2006). Esta
metodologia consiste no preparo de uma suspensao de esporos,
onde trés algadas do microrganismo, cultivados em tubos de
ensaio com meio inclinado, foram transferidos para tubos de en-
saio contendo 1 mL de agar bacterioldgico 0,2% (p/v) previamen-
te autoclavados a 121 °C por 15 minutos.

O agar dextrose batata foi autoclavado a 121 °C durante
15 minutos. Apés resfriado, o pH foi ajustado na faixa de 2 a 10
com NaOH ou HCI, enquanto liquido, e vertido em placas de Pe-
tri de 100 mm. Depois de solidificados, com auxilio de ponteira
estéril de micropipeta com diametro de 1,0 mm, os meios de cul-
tivo foram inoculados através da imersao da ponteira na suspen-
sao de esporos e posteriormente toque no centro de cada placa
em ambiente asséptico (bancadas desinfetadas com alcool etilico
70% v/v e incidéncia ultravioleta por 30 minutos).

Ap6s inoculagao, foram tragcadas trés raias no fundo de ca-
da placa, passando pelo ponto de inoculagédo (Figura 3.3). Poste-
riormente, foram incubadas em estufa a 30 °C. A cada 24 horas,
foram medidos os didmetros das colénias do Monascus ruber
CCT 3802. Cada experimento foi composto por 5 repeticoes a-
companhado por um controle sem a inocula¢gdo do microrganis-
mo.

Figura 3.3: Raias no fundo da placa de Petri para medicao do
crescimento radial.

A velocidade de crescimento radial das colénias pode ser
obtida pela declividade da regressao linear do raio das col6nias
em funcdo do tempo de cultivo, como apresentado na equacao
3.1.

r(t)=V.t+b (3.1)
onde V., é a velocidade de crescimento radial (mm h'1), ré o raio
(mm) et é otempo (h).
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Neste trabalho foi considerado o raio inicial da col6nia de
0,5 mm, correspondente ao raio do objeto inoculador. Logo, a
equacao 3.1 resulta na equagéo 3.2.

r(t)=Vy.t+05 (3.2)

A partir das regressdes lineares do raio das col6nias em
funcdo do tempo de cultivo, foi aplicada a analise estatistica pro-
posta por Zar (1984) que consiste na comparacao entre as decli-
vidades (VcRr) obtidas através de uma regressao ponderada. Nes-
te teste é verificado se existem diferengas significativas entre as
declividades das curvas de regressao. Para isto, € empregado o
procedimento da analise de covariancia. A base de calculo ne-
cessaria para comparar as regressdes para os tratamentos re-
quer os valores de X x%; X )?, X xy e os valores de SS e DF. Os
valores de x e y correspondem a variavel independente e depen-
dente, respectivamente.

O teste para comparacao de declividades das regressoes
do raio em fungéo do tempo nos cultivos de Monascus ruber CCT
3802 sob diferentes condi¢cbes de crescimento compreendeu no
célculo do valor F, dado pela equagao 3.3.
(SSC — SSP)

(k1)
SS;
DF,

Os valores de SS¢, SSr e DF sao dados pelas equagdes
3.4,35e3.6.

F= (3.3)

$S, =388, (3.4)
i=1
2
ss,=c,-Z (3.5)
AC
DF, =Y y-2U (3.6)
i=1

onde y é o niUmero da amostra para cada regressao, U é o nime-
ro de regressdes, Ac € a soma dos quadrados da variavel de-
pendente da regressao linear, Cc € a soma dos quadrados da
variavel independente da regressao linear, B; € a soma do pro-
duto da variavel dependente e independente, SS¢ € o residuo
para cada regressao, SSp € o residuo da regressao ponderada e
DFp é o nimero de graus liberdade da regressao ponderada.
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Se a hipétese de igualdade entre as declividades das re-
gressoes lineares for nula, procede-se para o teste de compara-
¢ao mdltipla para determinar onde existem diferengas significati-
vas. Apresentando diferengas significativas entre as declividades
(Vcr), foi aplicado um teste de Tuckey ao nivel de 0,01, onde o
teste estatistico g é dado pela equagao 3.7.

q= (bA — bB)
SE
Os valores de SE e (Szyx)P séo dados pelas equagdes 3.8

SE - J Sl e oo

(Szyx) _S5,+S85
" DF,+DF,
onde b, € a declividade da regressao A, bg é a declividade da
regressao B, SS, é o residuo da regressao A, SSg é o residuo da
regressao B, DF, é o numero de graus liberdade da regressao A,
DFg é o numero de graus liberdade da regressao B, SE é o erro
padréo e (SPyx)p € a soma do qguadrado dos residuos (pooled).

(3.7)

e 3.9.

(3.9)

3.2.2 Determinacao dos Pigmentos Produzidos

As placas contendo as colénias do Monascus ruber, apds
quantificagdo da V¢g, foram utilizadas na determinacdo dos pig-
mentos produzidos. As col6nias foram raspadas da superficie do
agar dextrose de batata e adicionadas em frascos de Erlenmeyer
contendo 100 mL de alcool etilico 95 °GL. As amostras foram
colocadas em shaker a 30 °C por 2 horas sob agitagao de 100
rpm.

Apbs isso, a biomassa foi quantificada por gravimetria em
papel filtro quantitativo Whatman n°. 1 (Madiston, Inglaterra),
previamente seco e pesado. O material retido foi submetido a
secagem em forno microondas durante 15 minutos sob poténcia
de 180 W (Kilikian et al., 2003). O conjunto foi resfriado em des-
secador por 15 minutos e depois pesado em balanga analitica
Bel Engineering (Monza, ltalia, precisdo = 0,1 mg). O filtrado foi
submetido a analises de varredura em espectrofotdmetro Spetro-
nic Unicam Genesys 10vis na faixa de 350 a 550 nm.



67

Diferentes comprimentos de onda sdo encontrados na lite-
ratura para quantificar os pigmentos produzidos pelo Monascus.
Hajjaj et al. (1999a) determinaram que 1 unidade de absorbancia
a 480 nm corresponde a 15 mg de pigmento vermelho por litro de
solugdo. Wang et al. (2005) quantificaram pigmentos vermelhos a
480 nm, enquanto Kim et al. (2002) determinaram pigmentos
vermelhos a 510 nm. J& Lee et al. (1995) realizaram a leitura da
absorbancia em trés comprimentos. O pigmento amarelo foi
quantificado a 400 nm, o laranja a 470nm e o vermelho a 500
nm.

Neste trabalho, foi realizada uma varredura dos pigmentos
e definiram-se os comprimentos de onda de 400 nm para o pig-
mento amarelo, 470 nm para o laranja e 510 para o vermelho,
estando de acordo com os trabalhos encontrados na literatura.

3.2.3 Cultivos em Frascos de Erlenmeyer

A partir dos resultados da velocidade de crescimento radial
e da varredura dos pigmentos produzidos, foram realizados culti-
vos submersos em frascos de Erlenmeyer aletados de 1000 mL
com volume util de 400 mL sob agitacao de 120 rpm a 30 °C sob
diferentes valores de pH (2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0; 8,0 e 9,0).
Apenas os cultivos que apresentarem crescimento celular e pro-
ducéo de pigmentos foram apresentados nos resultados.

3.2.3.1 Preparo do inoculo

A partir das garrafas de Roux contendo o Monascus ruber
cultivado em meio PDA, foi preparada uma suspensao de espo-
ros pela da raspagem destes com agua destilada. Esta suspen-
sdo foi filtrada para eliminar residuos de PDA e grumos de mi-
crorganismos, ambos indesejaveis para o inicio do cultivo. A par-
tir desta suspenséo, os frascos de Erlenmeyer aletados de 1000
mL, contendo 360 mL do meio de cultivo, cuja composicao é a-
presentada na Tabela 3.1, foram inoculados com 10% (v/v), atin-
gindo cerca de 4 x 10° esporos mL™ e incubados a temperatura
de 30 °C sob a freqliéncia de agitacao de 120 rpm.

3.2.3.2 Meio de cultivo

O meio de cultivo utilizado nos experimentos submersos
esta apresentado na Tabela 3.1.
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Tabela 3.1: Composi¢do do meio de cultivo.

Componente Concentragéo (g L)
Glicose 20

Glicina 5

KH,PO, 2,5

KoHPO, 2,5
MgSO47H20 0,5

ZnS0O4 0,01

MnSO4 0,03
FeSO4.7H20 0,01

CaCl, 0,10

A glicina foi utilizada como fonte de nitrogénio para o mi-
crorganismo, pois além de reduzir significativamente as quanti-
dades de toxina produzidas (Moritz, 2005) promove efeito tam-
ponante no meio de cultivo (Lehninger et al., 2000).

3.2.3.3 Determinacao de biomassa

A biomassa foi quantificada por gravimetria. Amostras de
10 mL do cultivo foram filtradas em papel filtro Whatman n.% 1
(Madiston, Inglaterra) previamente seco e pesado. O material
retido foi submetido a secagem em forno microondas durante 15
minutos sob poténcia de 180 W (Kilikian et al., 2003). O conjunto
foi resfriado em dessecador por 15 minutos e depois pesado em
balanga analitica Bel Engineering (Monza, Itélia, preciséo = 0,1
mg) para a determinacdo da biomassa seca, obtendo-se a quan-
tidade de biomassa retida em um volume conhecido. O filtrado foi
submetido as determinagbes de glicose e pigmento.

3.2.3.4 Determinacao de pigmento

Os pigmentos foram determinados, a partir do filtrado obti-
do na determinag&o da concentragdo de biomassa, em espectro-
fotdbmetro Spetronic Unicam Genesys 710vis (New York, USA) nos
seguintes comprimentos de onda: amarelo 400 nm, laranja 470
nm e vermelho 510 nm, conforme varredura realizada para cada
pigmento. Todas as analises de varredura realizadas neste traba-
Ilho foram determinadas no mesmo equipamento.
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3.3 Transformacao do Pigmento Laranja em Pigmento Ver-
melho

Nesta etapa do trabalho, a partir dos resultados obtidos
nos experimentos sob diferentes condi¢gdes de pH, surgiu a hipé-
tese da identificagdo do fendmeno que estaria ligado a transfor-
magao do pigmento laranja em pigmento vermelho. Toda a se-
gUéncia da realizagao desta etapa do trabalho esta apresentada
na Figura 3.4 e os resultados estdo apresentados no item 4.2
(pg. 109). Os principais resultados experimentais podem ser veri-
ficados no Apéndice B (pg. 214).

Varredura do pigmento laranja
sob diferentes condicées de pH

I
v v

Aminacao do pigmento laranja Efeito da concentracao de NH,
com diferentes aminoacidos

| |
v

Determinacéo da solubilidade
do pigmento laranja

v v
Determinacgao da concentragao Espectroscopia de infraverme-
minima de glicina lho dos pigmentos
v

Titulacdo dos aminoacidos usando
o pigmento como indicador

Figura 3.4: Fluxograma dos principais passos realizados nesta
etapa.

3.3.1 Testes com Diferentes Aminoacidos

O pigmento laranja, produzido nos cultivos submersos, foi
submetido a reagbes com aminoacidos. Estes experimentos fo-
ram realizados com asparagina (aminoacido contendo grupa-
mento amida), tirosina (aminoacido com anel aromatico), metio-
nina (aminoacido sulfurado), glicina (aminoacido com grupamen-
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to alifatico), histidina (aminoacido basico), monoglutamato de
sodio e cloreto de aménio. Aproximadamente 15 mg de cada
composto foram adicionadas em 25 mL de pigmento laranja com
absorbancia préxima a 1 UAs7onm- ApOS agitagdo em shaker a
100 rpm durante 24 horas a temperatura de 30 °C, as amostras
foram submetidas a leituras da absorbancia a 510 nm em espec-
trofotbmetro e comparadas ao padrdo sem adicao de aminoaci-
dos.

Verificando-se diferentes comportamentos frente a adicao
dos compostos, novos experimentos foram realizados, padroni-
zando-se a quantidade de NH,. Nestes experimentos, foram adi-
cionados 15 mg de NH, de cada aminoacido em 25 mL de pig-
mento laranja com absorbancia préoximo a 1 UA47onm- ApOS agita-
¢ao a 100 rpm durante 24 horas a temperatura de 30 °C, as a-
mostras foram submetidas a leituras da absorbancia em espec-
trofotémetro a 510 nm.

3.3.2 Determinacao da Relacao Pigmento vs. Absorbancia

A concentragdo de pigmento laranja necessaria para a
promocao de 1 UA47onm foi determinada a partir do pigmento pro-
duzido nos cultivos submersos. Em 10 tubos eppendorf, previa-
mente secos e tarados, foram adicionados 2 mL do meio de culti-
vo com pigmento laranja, na auséncia de biomassa. Apés centri-
fugacé@o a 9000 rpm durante 3 minutos, o sobrenadante foi des-
cartado e, novamente, foram adicionados 2 mL do meio de culti-
Vo, exceto para o primeiro tubo que foi armazenado. A cada cen-
trifugacdo, um tubo eppendorf foi armazenado, obtendo-se dife-
rentes quantidades de pigmento em cada tubo. Todos os tubos
foram secos a temperatura de 60 °C durante 24 horas e, apés
resfriamento em dessecador, foram pesados em balanga analiti-
ca Bel Engineering.

Cada tubo foi mergulhado em frasco de Erlenmeyer con-
tendo 25 mL de élcool etilico 95 °GL e incubados em shaker a 30
°C durante 2 horas sob agitacéo de 100 rpm. Apds este periodo,
as amostras foram submetidas a leitura da absorbancia a 470
nm. Os tubos eppendorf foram novamente secos e pesados para
determinar a massa solubilizada. A partir dos resultados experi-
mentais, foi construida uma curva da absorbancia em fungao da
concentracdo de pigmento laranja.
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3.3.2 Titulacao dos Aminoacidos

Com o intuito de entender a reagcdo de aminagao do pig-
mento laranja, foram realizados experimentos de titulacdo dos
aminoacidos utilizando o pigmento laranja como espécie de indi-
cador do ponto de “viragem”, momento onde ocorre 0 inicio da
aminagdo do pigmento laranja. Esta metodologia consiste na
titulacdo de aminoacidos com uma solucao alcalina para deter-
minagao dos valores do pka e do ponto isoelétrico (p/) (Lehninger
et al., 2000).

Em frascos de Erlenmeyer foram adicionados 60 mL de al-
cool etilico, 240 mL de agua destilada, 3% (p/v) de nitrato de
sodio e 3 mL de pigmento laranja soluvel em alcool etilico 95
°GL. O pH de todos os frascos foi ajustado para 2,0 e os aminoa-
cidos foram adicionados. As solugdes de aminoacidos tituladas
foram glicina 0,1 M, monoglutamato 0,1 M, tirosina 0,025 M, me-
tionina 0,025 M e histidina 0,025 M. A titulacdo das solugdes foi
realizada com NaOH 1 M. A cada volume de NaOH adicionado
foram medidos os valores de pH e absorbancias a 510 nm.

3.4 Medidas Reoldgicas

As medidas reolégicas do caldo de fermentacdo compre-
enderam as seguintes etapas: calibracdo do redmetro com 6éleo
mineral padrdo para elaboragcao de um software de aquisicao de
dados, construgédo e calibragdo de um sistema vane de quatro
palhetas (Figura 3.6) e a determinacdo do comportamento reol6-
gico do caldo de fermentacdo de Monascus ruber cultivado em
biorreator Bioflo Ill. Os principais passos estdo apresentados na
Figura 3.5 e os resultados encontram-se apresentados no item
4.3 (pg. 128). Os principais dados experimentais podem ser veri-
ficados no Apéndice C (pg. 225).
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Obtencao do torque em funcao
da diferenca de potencial
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Confecc¢ao do software de Construcao do sistema vane
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Figura 3.5: Principais passos realizados nesta etapa do trabalho.

3.4.1 Calibracao do Reémetro

Para determinacdo do comportamento reol6gico do caldo
de fermentacdo do Monascus ruber CCT 3802 foi utilizado um
redmetro de cilindros concéntricos Rheotest 2.1 da MLW
(Prafgerate - Werk, Alemanha). Este equipamento foi calibrado
com um 6leo mineral padrao (IPT 86) adquirido junto ao Instituto
de Pesquisas Tecnoldgicas - SP (IPT) com viscosidades (u) e
massas especificas (p) conhecidas a diferentes temperaturas.

Este fluido foi colocado no redmetro para determinagcéao da
percentagem de torque (@) em funcdo da diferenga de potencial
(ddp) através do acoplamento de um multimetro ao Rheotest 2.1
sob as diferentes geometrias do sistema de cilindros concéntri-
cos, S/Sy; S/S5; S/S3; S/N; S/H (maiores detalhes, ver manual do
equipamento), para todas as freqiiéncias de rotacao N (variando
de 0,5 a 243 rpm) e para as faixas de torque maximo de 98,1 x
10“ e 981,0 x 10* N m, resultando em mais de 500 medidas,
possibilitando a construgcdo do software pela obtencdo de
a=fddp).
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O equipamento em seu estado natural, sem inser¢do do
programa, informa o valor de & em um indicador analégico, sen-
do necessario multiplicar pelo valor da constante z do sistema
(cada sistema S/S;; S/Ss; S/Ss; S/N; S/H possui um valor de z
fornecido pelo fabricante) obtendo-se o valor da tensdo de de-
formacao (z), conforme apresentado na equacgéo 3.10.

T=20 (3.10)
onde 7 é a tensdo de deformacdo (10" Pa), z é a constante do
sistema (10" Pa skt ') e & é a percentagem de torque (skt: uni-
dade apresentada pelo manual do Rheotest).

O software construido é uma alternativa para a obtencao
direta da viscosidade e do comportamento da viscosidade atra-
vés da visualizagao grafica da tensdo de deformacgao (7) versus o
gradiente de velocidade (7 possibilitando a verificacdo rapida
sobre o tipo de comportamento de escoamento (n) do fluido que
estd sendo analisado. Permite também, a aquisicdo de dados
com intervalo de amostragem de 1 segundo, auxiliando na anali-
se de fluidos tixotrépicos (fluidos que apresentam variacdo da
viscosidade em fungéo do tempo).

Através do manual do equipamento, a viscosidade é calcu-
lada através da equacao 3.11:

w="2.100 (3.11)
y

onde yé o gradiente de velocidade (s™).
Substituindo-se a equacgao 3.10 em 3.11 obtém-se a equa-
¢ao 3.12

u=2'70‘.100 (3.12)

Com os valores de « e da tensdo informada pelo multime-
tro, foi obtida a regresséo linear para obtengéo de « = f(ddp), que
substituida na equacao 3.12, resulta na equagéo 3.13.

u=2(3+b) 455 (3.13)
y

Com a obtencao da equacgéo 3.13 foi possivel construir o
software de aquisicdo de dados para determinagao instantanea
da viscosidade (u), determinacdo do comportamento de escoa-
mento (n), indice de consisténcia (k) e analise de fluidos tixotro-
picos.
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3.4.2 Construcao e Calibracao do Sistema Vane

Para determinagdo das propriedades reolégicas do caldo
de fermentacdo do Monascus ruber CCT 3802 foi construido, em
aco inox, o sistema vane de quatro palhetas ao redor de um eixo
(Figura 3.6). Este sistema, adequado para determinagdo do
comportamento reoldgico de suspensbes com pellets, como o
caso durante o crescimento do M. ruber, foi acoplado ao reéme-
tro rotacional Rheotest 2.1. Uma vez calibrado, varios materiais
que contenham particulas suspensas podem ser analisados co-
mo extrato de tomate, pastas, doces, geléias entre outros.

L |

L

Figura 3.6: llustragédo do sistema vane utilizado no redbmetro rota-

cional (d = 0,087 m; HL = 0,040 m; 1 = 0,010 m, E = 0,002 m e Ht
=0,18 m).

A calibracdo deste sistema foi baseada na metodologia uti-
lizada por Badino Jr. (1997) que objetiva a determinagdo das
constantes de proporcionalidade F; e F> que relacionam os valo-
res do gradiente de velocidade (3 com a freqléncia de rotacao
(N) e da tenséo de cisalhamento (7) com o torque consumido na
agitacao (T), conforme apresentado pelas equagdes 3.14 e 3.15,
na regiao de escoamento laminar (Calderbank e Moo-Young,
1957 apud Badino Jr.,1997).

y=F.N (3.14)
t=F,T (3.15)
A metodologia de calibragdo empregada consistiu na utili-
zacgao de um fluido Newtoniano (6leo mineral padrao IPT 86) com
viscosidades e massas especificas conhecidas e um fluido nao-
Newtoniano (goma guar 1% p/v). O bleo IPT 86 foi transferido
para o redmetro de cilindros concéntricos no sistema S/S; e a
temperatura de 30 °C foi mantida por um banho termostatizado.
Foram realizadas medidas de torque (7) a diferentes fre-
qgléncias de rotacao (N). Este procedimento possibilitou a deter-
minacdo da constante c¢ pela regressao linear, dada pela equa-
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¢ao 3.16, do numero de Reynolds (Re), determinado através da
equacao 3.17, em funcdo do numero de poténcia (Np), determi-
nado pela equagéo 3.18, que se relacionam da seguinte maneira
na regido de escoamento laminar (Rhushton et al., 1950).

c

sendo:
2
Re = PN (3.17)
7]
P
Np = pNgd.5 (3.18)

onde ¢ é a constante de proporcionalidade que depende do tipo
de impelidor e das relagbes geométricas do sistema, P, é o con-
sumo de poténcia na agitacao do fluido, tal como em tanques
agitados (W), N é a freqiiéncia de rotagdo (s”), d; é o diametro do
impelidor (M), p é a massa especifica do fluido (g cm®) e u é a
viscosidade do fluido (mPa s).

O consumo de poténcia para agitar um fluido sem aeragao
pode ser calculado pela equagéo 3.19.

P, =27zTN (8.19)
onde T é o torque consumido na agitacdo (N m).

De acordo com a Lei de Newton, no caso de fluidos néao-
Newtonianos pseudoplasticos, para os quais a reologia segue a
Lei da Poténcia, a viscosidade aparente (u,,) € definida pela e-
quacao 3.20 (Rao, 2000).

Ly (3.20)
y

onde u,, € a viscosidade aparente (Pa s"), k é o indice de consis-
téncia (Pa s") e n é o indice de comportamento de escoamento
(adimensional).

Para a obtencéo das constantes de calibracdo F; e F», du-
rante a agitacdo de um fluido ndo-Newtoniano que segue a Lei
da Poténcia, no regime de escoamento laminar, a combinacao
das equacdes 3.16, 3.17, 3.18 e 3.19 levam a obtencao da equa-
¢cao 3.21 que possibilita a determinacéo da viscosidade aparente
do fluido (percebe-se a utilizagdo da constante ¢ determinada
pela equacéo 3.16).

/uap =
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2T
=— 3.21
Ha cd’N (3:21)
Igualando-se as equagdes 3.20 e 3.21, obtém-se a equa-
¢ao 3.22 que relaciona o gradiente de velocidade (%) com a fre-

gUéncia de rotacao (N) e o torque consumido (7) na agitagao do

fluido nao-Newtoniano.
1 1
cd’k - N\rn
= ! — 3.22
4 (m] [Tj (3:22)

Para estimar os valores de vy foi utilizada uma suspenséo
de goma guar 1% (p/v) (fluido que apresenta comportamento
pseudoplastico). Primeiramente, foram determinados os parame-
tros reoldgicos indice de consisténcia (k) e indice de escoamento
(n) da suspensao de goma guar no redmetro de cilindros concén-
tricos utilizando o sistema de medida S/S: a temperatura de 30
2C. Apods determinados os parametros reologicos k e n da goma,
a suspensao foi agitada no sistema vane, onde os valores de
torque (T) correspondentes as diferentes freqiéncias de rotagao
(N) foram utilizados para estimar os valores de y apresentados na
equacao 3.22. Com os valores de N e ya constante de calibragao
F; foi determinada pela regressao linear apresentada pela equa-
¢ao 3.14.

A constante F5, que relaciona a tensao de cisalhamento (7)
com o torque consumido na agitacao (7), foi determinada pela
equacao 3.23, resultante da combinacdo das equacbes 3.14,
3.15,3.20 e 3.21.

2n
Fo=—gh (3.23)

Com estas constantes conhecidas, pode-se obter reogra-
mas de zem fungao de ¥ a partir de valoresde Ne T.

3.4.3 Reologia do Caldo de Fermentacao

O objetivo inicial compreendia a determinagdo do compor-
tamento reoldgico do caldo de fermentagdo de M. ruber cultivado
em biorreator Bioflo Il a 30 °C sob agitagédo de 300 rpm, embora,
a concentracdo de biomassa presente na faixa de 1 a6 g L™ ndo
tenha proporcionado tensdo de deformacédo suficiente para de-
terminacdo dos parametros reolégicos indice de consisténcia (k)
e indice de comportamento de escoamento (n). Diante do ocorri-
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do, o caldo de fermentacéo foi filtrado em gaze para concentrar a
suspensao microbiana. A partir da suspensdo obtida com con-
centragdo celular de 63,20 g L™, diferentes quantidades do filtra-
do foram adicionadas resultando em concentracdes celulares de
56,20; 50,80; 46,07; 37,02; 30,32 e 25,67 ¢ L', determinadas
conforme apresentado no item 3.2.3.3. O didmetro dos pellets foi
medido através de um microscoépio Bioval (Warszawa, Holanda)
e um grafico de frequéncia acumulada foi confeccionado.

Estas concentracées de biomassa sao relativamente altas
e dificilmente obtidas em cultivos de fungos filamentosos, mas
pode-se obter uma relagéo consideravel para a obtencao do indi-
ce de consisténcia em funcao da concentracdo de biomassa.

Cerca de 60 mL de cada suspensao foram submetidos as
determinacdes dos parametros reolégicos k e n, no sistema vane
a temperatura de 30 °C controlada através de um banho termos-
tatizado. Aplicando o modelo da Lei da Poténcia, conforme apre-
sentado na equacgao 3.24, foi possivel determinar os parametros
k e npara cada concentragao celular.

T=ky" (3.24)

Com os valores de k e n determinados para as diferentes
concentragbes de biomassa, foi utilizada a equacéo 3.25 para
estabelecer uma relacéo do indice de consisténcia (k) em funcao
da concentracao de biomassa.

k=k,X" (3.25)

onde k é o indice de consisténcia (Pa s"), ky é o indice de consis-
téncia obtido para cada concentragdo de biomassa (Pa s"), X é a
concentragdo de biomassa (g L") e w é o expoente da concen-
tracdo de biomassa.

3.5 Cultivo Submerso em Biorreator

A Figura 3.7 apresenta as principais etapas realizadas nes-
ta etapa do trabalho. Os resultados encontram-se apresentados
no item 4.4 (pg. 138).
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Figura 3.7: Fluxograma das principais etapas realizadas.

3.5.1 Meio de Cultivo

O meio utilizado nos cultivos submersos esta apresentado
na Tabela 3.1 (pg. 68).

3.5.2 Preparo do Inéculo para os Cultivos Submersos

O inéculo dos cultivos realizados em biorreator foi prepara-
do em frasco de Erlenmeyer aletado de 1000 mL contendo 360
mL do meio de cultivo apresentado na Tabela 3.1. A partir do M.
ruber cultivado em meio PDA nas garrafas de Roux, foi prepara-
da uma suspensdo de esporos através da raspagem com agua
destilada e, consequente filtragdo em funil com gaze de algodao,
previamente esterilizados, para eliminar residuos de PDA e gru-
mos de microrganismos. A partir desta suspenséo, os frascos
foram inoculados com 10% (v/v), atingindo cerca de 4 x 10° es-
poros mL™". O pH foi ajustado para 4,0 e incubou-se a temperatu-
ra de 30 °C sob a freqUéncia de agitagédo de 120 rpm durante 60
horas de cultivo. Apds este periodo, 0 meio de cultivo contido no
biorreator foi inoculado.
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3.5.3 Biorreator

Para realizagdo dos cultivos foi utilizado um biorreator Bio-
flo Ill, de 6 litros, fabricado pela New Brunswick Scientific Co. INC
(New Jersey, USA), em regime descontinuo, com volume util de
4 litros, conforme apresentado na Figura 3.8. Este biorreator
possui um software de aquisi¢do de dados (Figura 3.9), construi-
do pela empresa ALTEM, localizada no municipio de Florianépo-
lis, SC. Este software faz a coleta de dados da freqiiéncia de
agitacao, pH, temperatura e oxigénio dissolvido com intervalo de
amostragem variavel de 1 a 600 segundos.

— ]
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Figura 3.8: Esquema do biorreator Bioflo IlI utilizado nos experi-
mentos. (1) controlador de pressao; (2) fluxdmetro de massa; (3)
filtro asséptico; (4) dispersor de ar; (5) impelidores; (6) controle
da temperatura; (7) eletrodo de pH; (8) eletrodo de O, dissolvido;
(9) motor; (10) condensador; (11) receptor/conversor de sinal;
(12) computador; (13) aquisicao de dados e (14) exaustao dos

gases.
SEE|

Oxigénio Dissolvido

rrrrr )

Figura 3.9: Tela do sistema de aquisi¢cdo de dados utilizados no
biorreator Bioflo lIl.
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3.5.4 Experimentos Realizados no Biorreator

Apoés a determinacéao do pH ideal para a produgao do pig-
mento laranja, foi dada sequiéncia aos cultivos em biorreator Bio-
flo . A primeira etapa dos cultivos em biorreator consistiu na
realizacdo de cultivos sob as freqiéncias de agitagdo de 300,
600 e 900 rpm para verificar o comportamento dos pellets de
biomassa e da producédo de pigmentos. Determinada a frequén-
cia de agitagéo, foi dado prosseguimento aos experimentos para
quantificar os parametros referentes ao coeficiente de manuten-
cao de oxigénio (mp) e os fatores de conversao de oxigénio em
biomassa (Yo).

A proxima etapa consistiu na realizagdo de experimentos
com 10 g L™ de glicose sob as seguintes concentragdes de oxi-
génio dissolvido: acima de 50% de saturacdo (excesso de O,),
35% de saturagao (cerca de 5% acima da concentracao critica) e
abaixo de 16% de oxigénio dissolvido (condigdes de limitagao de
O,) para verificar, em primeiro momento, o comportamento do
microrganismo e da produgao de pigmentos nestes cultivos. O
controle do oxigénio dissolvido foi realizado através do ajuste
manual da vazao de aeracao (0,125 a 0,75 vvm) e da freqiéncia
de agitacao (75 a 300 rpm).

As determinacdes da concentragado critica e da concentra-
cao de saturacao de oxigénio no meio de cultivo estdo apresen-
tadas nos itens 3.7.2 e 3.7.3, respectivamente.

3.6 Metodologia Analitica

3.6.1 Determinacao de Biomassa

A biomassa foi quantificada por gravimetria conforme apre-
sentado no item 3.2.3.3 (pg. 68).

3.6.2 Determinacao de Pigmento

Os pigmentos foram determinados, a partir do filtrado obti-
do na determinacao da concentragdo de biomassa, em espectro-
fotdbmetro Spetronic Unicam Genesys 10vis (New York, USA) nos
seguintes comprimentos de onda: laranja 470 nm e vermelho 510
nm.
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3.6.3 Determinacao da Concentracao de Glicose

A concentracdo de glicose no meio de cultivo foi determi-
nada, a partir do filtrado obtido na determinagao da concentragéo
de biomassa, através do método do acido 3,5-dinitrosalicilico
(3,5-DNS), conforme descrito por Miller (1959).

Em tubo de ensaio contendo 400 puL de amostra previa-
mente diluida, foi adicionado 400 uL do reativo 3,5-DNS. A mistu-
ra foi incubada em banho-maria a 100 °C por 5 minutos, sendo
em seguida resfriada em banho de gelo até a temperatura ambi-
ente. Foi adicionado um volume de 4,0 mL de agua destilada e,
apos 15 minutos, a absorbancia foi lida em espectrofotdmetro
Spectronic Unicam Génesis 710vis a 540 nm e comparada a curva
padrao de glicose na faixa de zeroa3gL™.

3.6.4 Determinacao Qualitativa de Citrinina por Cromatogra-
fia em Camada Delgada (TLC)

A determinacdo qualitativa de citrinina (4,6 dihidro-8-
hidroxi-3,4,5-trimetil-6-ox0-3H-2-benzopirano) foi realizada pela
técnica de cromatografia em camada delgada (TLC) utilizando-se
placas de gel agarose da marca Merck (Darmstadt, Alemanha)
com dimensodes de 20 X 20 cm, usando acetona/acetato de eti-
la/dgua (10:10:4) como fase mével, conforme metodologia apre-
sentada por Pepeljnjak et al. (2002).

A validacéo do teste foi realizada da seguinte maneira: di-
luicbes sucessivas de 0,9; 1,8; 3,6; 9; 18 e 36 mg L' foram pre-
paradas a partir do padréo citrinina SIGMA 180 ug mL" para
servirem como parametros de referéncia. A presenca de citrinina
foi determinada pela incidéncia da luz ultravioleta com compri-
mento de onda de 366 nm em camara escura, com fator de re-
tencéo (Rf) de 0,5 sobre a placa de gel agarose, apds corrida
com o gradiente de separacao. A presenca de uma banda fluo-
rescente (amarelo intenso) comparada ao padrdo de citrinina
adicionado a mesma placa de gel agarose caracterizou a pre-
senca desta molécula.

A presenca e a estimativa de citrinina foi realizada pela co-
leta de 5 mL do meio de cultivo, centrifugadas, filtradas e trata-
das com 5 mL de uma mistura de acetonitrila e agua (9:1) por 10
minutos. Foram adicionados as amostras 5 mL de n-hexano (pa-
ra remogao dos lipideos), 2,5 mL de carbonato de sédio hidroge-
nado e 2,5 mL de agua (pH 8,9) e extraidas com 2,5 mL de cloro-
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férmio. A fragcdo de cloroférmio foi filtrada com sulfato de sédio,
evaporada, seca e redissolvida em 0,2 mL de cloroférmio para
andlise em cromatografia de camada delgada.

3.6.5 Analise de Imagem

Para caracterizar a biomassa presente nas amostras, foi u-
tilizado um microscopio Bioval (Warszawa, Holanda) com camera
de TV ALDER CCTV (Phillipinas, Taiwan) acoplada. O mesmo
equipamento foi utilizado para acompanhar a morfologia e o
comportamento do Monascus ruber CCT 3802 cultivado sob dife-
rentes freqliéncias de agitagao e aquisicdo de imagens dos cris-
tais de pigmento laranja produzidos no decorrer do cultivo.

3.7 Transferéncia de Oxigénio

A seguir esta apresentada a metodologia referente a de-
terminacdo da constante de atraso do eletrodo de oxigénio dis-
solvido (kp), a determinacdo da concentracdo de saturacdo de
oxigénio dissolvido no meio de cultivo (Cs), a determinagao do
coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio sob aeragao
em profundidade e aeracao superficial no meio de cultivo, a de-
terminacao do coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigé-
nio (k.a) e a velocidade especifica de respiragao (Qoz) do fungo
nos diferentes cultivos realizados.

3.7.1 Tempo de Resposta do Eletrodo (kp)

Eletrodos galvanicos produzem um fluxo de elétrons pro-
porcional a quantidade de oxigénio que esta sendo difundida pela
membrana do eletrodo. Quando o oxigénio entra em contato com
o eletrélito, gera uma corrente que é transmitida para um conver-
sor que informa o sinal proporcional referente a calibragao reali-
zada. Esta corrente € proporcional a pressédo parcial do gas (py)
e, consequentemente, a concentracdo de oxigénio dissolvido
(Leigh, 1987). Logo, este processo requer certo tempo para que
0 oxigénio difunda-se pela membrana e seja informado o valor
lido, fungdo da determinagdo de kp que corrige este atraso na
resposta do eletrodo (Figura 3.10).
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catodo
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Figura 3.10: Difusao do O, do liquido para o catodo do eletrodo
(Doran, 1995).

Para determinagédo do tempo de resposta do eletrodo de
oxigénio dissolvido foi utilizada a metodologia do ensaio degrau
proposta por Schmidell (2001). Este ensaio consiste em subme-
ter o eletrodo, previamente polarizado e calibrado, a uma atmos-
fera inerte contendo apenas nitrogénio gasoso (poz = 0 atm) até
que o valor informado pelo eletrodo estivesse abaixo de 1%. A-
tingido este valor o eletrodo é subitamente colocado em atmosfe-
ra saturada com ar atmosférico (poz = 0,209 atm) coletando os
valores informados pelo sensor através do software de aquisi¢cao
de dados do biorreator Bioflo Il com intervalo de amostragem de
1 segundo.

Através da equacao 3.26 é possivel determinar o valor da
constante de atraso do eletrodo de oxigénio dissolvido (kp).

dip =k,(Cc -C,) (3.26)
onde Cp é o sinal do eletrodo (Cpr=0parat=0e Cp= Cspara t
= ) e kp & a constante de atraso do eletrodo (h™).

No ensaio degrau, tem-se desde o instante inicial t =0 a
concentragdo C = Cg, logo a equacédo 3.26 resulta na equagao
3.27.

dC,

dt
Que integrada nos limites utilizados fornece a equacgéao
3.28.

k.(Cs-C,) (3.27)

ln(1 - %J =k, t (3.28)

S
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Analisando-se os valores de In(1-C,/Cs) em fungdo do
tempo, pode-se obter o valor de kp pelo coeficiente angular da
regressao linear obtida.

A corregéo dos valores do k;a, considerando-se os valores
de k,, podem ser corrigidos através da equagéo 3.29 (Schimidell,
2001)

Co 1, KA et Ke e (3.29)
Cs k. —k.a k. —k.a

Através desta equagao pode-se corrigir valor do coeficiente
volumétrico de transferéncia de oxigénio, levando em conta o
tempo de resposta do eletrodo.

3.7.2 Determinacao da Concentracao Critica de Oxigénio
Dissolvido (Ccri)

A concentracdo critica de oxigénio dissolvido (Ccrr) de-
terminada através do método dindmico conforme ilustragao apre-
sentada na Figura 3.11 (Schmidell, 2001).

QOxigénio dissolvido

Cerit.

Tempo

Figura 3.11: Determinagéo da Ccrir de oxigénio dissolvido.

E uma determinagédo simples que consiste na interrupcao
da aeracgao, ocorrendo reducao gradual e constante (dC/dt =
constante) da concentragao de oxigénio dissolvido até uma dada
concentragdo. A concentracdo onde a variagdo da concentracao
de oxigénio deixa de ser constante (dC/dt = variavel) é conhecida
como CCFHT-

3.7.3 Determinacao da Solubilidade de Oxigénio no Meio de
Cultivo (Cs)

A equacgao que descreve a solubilidade de um gas em um
liquido, para solugdes diluidas, é a Lei de Henry. Através desta
lei podemos determinar a concentracdo de saturagao de oxigénio
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dissolvido (Cs) em um liquido, conforme apresentado na equagao
3.30.
Cs=H.p, (3.30)

onde Cs é a concentragdo de saturacao do oxigénio no liquido
(mgO, L"), H é a constante de Henry (mgO, L™ atm™) e pg é a
pressao parcial de oxigénio no gas (atm).

A determinagdo da Cs de oxigénio no meio de cultivo, a-
presentado na Tabela 3.1 (pg. 68) e na agua destilada foi reali-
zada pelo método proposto por Kappeli e Fiechter (1981) adap-
tada as condicdes do laboratério por Rossi (2006).

Como a constante de Henry (H) é dependente de varios
parametros fisico-quimicos, como temperatura, pressao e con-
centragao de soluto, torna-se impossivel obter uma medida direta
da concentragéo de oxigénio dissolvido a partir de um sensor.
Entretanto, é possivel calibrar o sensor através da liberagéo de
uma quantidade conhecida de oxigénio em uma solugao, desde
que o oxigénio tenha sido previamente removido pela injecéo de
N.. Desenvolvido por Kappeli e Fiechter (1981), este método é
uma alternativa pratica e precisa em relagdo ao método titulomé-
trico de Winkler (1888).

O método de Kappeli e Fiechter (1981) consiste em adicio-
nar uma quantidade de oxigénio e medir a percentagem de satu-
racao correspondente a esta adigdo, descrita pela estequiometria
da reagéo apresentada pela equagéo 3.31.

H,O, + catalase — éOZ +H,0 (3.31)

Para determinacédo da concentracdo de saturagéo foi utili-
zado um baldo de fundo chato com trés aberturas. Uma abertura
foi utilizada para colocar o eletrodo de oxigénio dissolvido, previ-
amente polarizado e calibrado, outra para adigdo de nitrogénio
gasoso na superficie (para evitar a transferéncia de oxigénio da
superficie para o liquido) e a terceira foi utilizada para adigcao de
360 mL do meio de cultivo ou agua destilada, peréxido de hidro-
génio (H>0,) e a enzima catalase TERMINOX ULTRA 50L forne-
cida pela empresa NOVOZYMES. A temperatura foi mantida a 30
°C através de um banho termostatizado sobre um agitador mag-
nético para garantir a homogeneidade do liquido.

Com o aparato montado, foi iniciada a retirada do oxigénio
dissolvido no liquido pela injecdo de N.. Quando o eletrodo in-
formou valor igual ou inferior a 1%, foi adicionado H.O, (0,9576
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M padronizado com permanganato de potassio e tendo como
padrdo primario o oxalato de sédio, segundo metodologia apre-
sentada por Morita, 1999) e em seguida adicionada, em excesso,
uma quantidade da enzima catalase. A leitura da percentagem
de saturagdo foi feita quando o valor foi mantido constante. O
procedimento foi realizado para diferentes volumes de HyO,,
obtendo-se diferentes respostas do eletrodo. Com as respostas
obtidas em funcao da quantidade de oxigénio adicionada foi pos-
sivel determinar a concentracdo de saturagdo do liquido e a
constante de Henry através da equagao 3.30.

Este procedimento foi realizado na agua destilada e no
meio de cultivo no tempo 0; 24; 48 e 72 horas de cultivo. Para
isto, foi realizado um cultivo de M. ruber em biorreator Bioflo Ill e
a cada tempo foi retirada uma amostra de 500 mL, filtrada em
papel filtro quantitativo Whatman n.® 1 (Madiston, Inglaterra) para
separagdo da biomassa, que foi descartada, e o filtrado foi sub-
metido a determinacao da concentracao de saturacao.

3.7.4 Determinacao do Coeficiente Volumétrico de Transfe-
réncia de Oxigénio (k.a) e da Velocidade Especifica de Res-
piracao (Qo)

Neste trabalho o coeficiente volumétrico de transferéncia
de oxigénio (k.a) e a velocidade especifica de respiracao (Qoy)
foram determinadas pelo método dindmico conforme descrito por
Schmidell (2001).

Os processos fermentativos que envolvem o fornecimento
e 0 consumo de oxigénio pelos microrganismos, geralmente sao
avaliados por uma andlise conjunta através do balango de oxigé-
nio no liquido, conforme a equacgao 3.32.

O;—C =k,alCs —C)-Qp, X (3.32)
onde Csé a concentragao de saturacdo de OX|gen|o dissolvido no
liquido (mgOz L"), C é a concentragdo de oxigénio no liquido
mgog ), Qoz € a velocidade especifica de resplragao (mgOs

h™), X é a concentragdo de biomassa (g L) e t é o tempo
(h)-

A equacdo 3.32 pode ser desmembrada em duas equa-
cbes que representam o fornecimento e o consumo de O, dissol-
vido, conforme as equacgdes 3.33 e 3.34, respectivamente.
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dC
E = QO2 X (333)
dc
E = kLa(CS - C) (334)
A Figura 3.12 ilustra o comportamento caracteristico da
concentragao de oxigénio dissolvido durante a aplicagdo do mé-
todo dinamico realizado nos cultivos do M. ruber CCT 3802.

Co  qummn

Cot \ o
3

Concentragéo de O; dissolvido
o

Etapal
Etapall
Etapa il

to [l

Tempo (s)
Figura 3.12: Concentracéo de O, dissolvido durante a execugao
do método dinamico.

Na Figura 3.11, verifica-se trés etapas: a etapa I € 0 mo-
mento que antecede a execugédo do método dindmico. N&o exis-
tem variagbes significativas na concentragdo de O, dissolvido,
logo, o fornecimento é igual ao consumo. Na etapa Il a aeracao é
interrompida, resultando na reducdo gradativa da concentracao
de O, dissolvido, devido ao consumo pelo microrganismo. Neste
caso, o fornecimento de O, € menor que o consumo. Este con-
sumo é determinado pela eliminacdo do termo do fornecimento
de O,. Determinando-se a variacdo da concentracao de oxigénio
em funcdo do tempo e sabendo-se a concentragdo de biomassa,
determina-se a velocidade especifica de respiracdo através da
equacao 3.33 levando em conta, a redugdo da agitagdo, mas
também, assegurando niveis que possam garantir a homogenei-
dade do biorreator. A medida do ponto final da Etapa Il deve ser
mantida acima da concentragdo critica de oxigénio dissolvido
(Ccrim) para garantir que o microrganismo nao fique limitado em
O.. Na etapa Ill, retoma-se a agitacdo e a aeragao, nas condi-
cbes que estavam sendo praticadas, observando-se entdo, o
aumento da concentracao de O, dissolvido, até atingir novamen-
te a concentragao inicial. Esta etapa é corresponde ao forneci-
mento de oxigénio do gas para o liquido, representado pela e-
quacgéao 3.34.
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‘;—f — kalC,~C) (3.34)
Que integrada pode ser escrita como a equacao 3.35.
C —kpa.t
—=\l-e 3.35
C. ( ) (3.35)

Todos os valores de ki a foram estimados pelo Software
Statistica 6.0 através da regressao néo linear da concentragéo de
O, em fungdo do tempo, conforme apresentado pela equagao
3.36. Os valores das concentragbes podem ser visualizados na
Figura 3.11.

c=c,-(c,-C,,)e M) (3.36)
onde C é a concentragdo de oxigénio dissolvido informada pelo
eletrodo (mgO, L), Cy é a concentragdo de oxigénio dissolvido
para t = = (mgO, L), Cy; é a concentragdo de oxigénio dissolvi-
do para t=0 (mgO, L") e t - t; € o tempo de duracdo da determi-
nacao do k. a (h);

3.7.5 Determinacao do Coeficiente Volumétrico de Transfe-
réncia de Oxigénio no Meio de Cultivo sob Aeracao em Pro-
fundidade e Aeracao Superficial

Com o objetivo de caracterizar a hidrodindmica do biorrea-
tor, foram determinados os valores do coeficiente volumétrico de
transferéncia de massa sob as freqiiéncias de agitagao de 250;
500; 750 e 1000 rpm sob as vazdes de aeracdo especificas de
0,25; 0,50; 0,75 e 1 vwm. Todas as determinacdes foram realiza-
das a 30 °C e foi utilizado N, para eliminar o oxigénio dissolvido
no liquido.

As mesmas determinacdes foram realizadas sob aeracao
superficial, para determinagdo do coeficiente volumétrico de
transferéncia de massa, pois na determinagdo da velocidade
especifica de respiracdo deve-se interromper a aeragdo do sis-
tema. A Unica variacdo da concentracdo de oxigénio deve ser
relativa ao consumo pelo microrganismo, embora, exista uma
parcela de oxigénio que continua a ser transferida para o liquido
que deve ser quantificada para determinar os niveis maximos de
agitacao para correta determinagao da velocidade especifica de
respiracao.



89

A estimativa dos valores de k;a foram realizadas pelo soft-
ware Statistica 6.0 através de uma estimativa n&o linear, confor-
me apresentado na equacéo 3.36.

3.7.6 Determinacao dos Parametros Cinéticos

Para avaliagcao cinética dos cultivos de Monascus ruber, fo-
ram determinados os parametros fator de conversao de substrato
em biomassa (Yys), velocidade especifica de crescimento (ux),
velocidade especifica de consumo de substrato (us), velocidade
especifica de producao de pigmento (up). As relagdes utilizadas
nos calculos destes parametros estdo baseadas nas apresenta-
das por Hiss (2001). As velocidades especificas foram determi-
nadas pelas equacgdes 3.37, 3.38 e 3.39.

1 dX

LAY 3.37
Hx = o (8.37)
1 dS
= 3.38
Hs X dt ( )
1 dA
= 3.39
Mo =~ (3.39)

onde ux é a velocidade especifica de crescimento (h™), us é a
velocidade especifica de consumo de substrato (gs gx' h™), up é
a velocidade especifica de formagao de produto (UA gx'h'), Xé
a concentracgdo de biomassa (g L™),S é a concentracdo de subs-
trato (g L"), A é o nimero de unidades de absorbancia (UA) e t é
o tempo (h).

No célculo das velocidades especificas foi utilizado o soft-
ware Lissage. Este software permite a obtencao de um polinémio
das concentragdes de cada componente em funcao do tempo a
partir dos dados experimentais. Todos os polinémios foram deri-
vados e divididos pela concentracdo de biomassa pontual, ob-
tendo-se assim, os valores de uyx, us e p.

O fator de conversao de substrato em biomassa foi deter-
minado através da equacéao 3.40.

aX
Yy =——x 3.40
X8 =g (3.40)
onde Yy é o fator de conversdo de substrato em biomassa (gx

-1
gs )-

Através da equacido apresentada por Luedeking e Piret

(1959) apud Hiss (2001) que relaciona a dependéncia de up em
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funcdo de uyx, conforme a equacao 3.41, foi confeccionada uma
figura para verificar a dependéncia destas respostas no cultivo do
Monascus ruber.

Mo =0.u+ [ (3.41)
onde @ é a constante empirica que descreve a dependéncia da
produgao de pigmentos associada ao crescimento celulare fé a
constante empirica que descreve a nao dependéncia da produ-
cao de pigmentos associada ao crescimento celular.

A equagdo 3.42 apresentada por Pirt (1975) apud Hiss
(2001) possibilita a determinagédo do coeficiente de manutengéo
(mo) e do fator de conversao de O, em células pela relagao de
Qo2 em funcéo da velocidade especifica de crescimento (ux).

QO, = L,ux +m, (3.42)
YO
onde mp é o coeficiente de manutencéo para o O, (mgO, gx ' h™)
e Yo é o fator de conversio de O, para células (gx gO5™").

A partir da determinagao dos parametros mp e Yo, realiza-
da através da equacao 3.42, foi estimada a concentragao celular
do Monascus ruber pela utilizagcdo do modelo matematico desen-
volvido por Zabriskie e Humphrey (1978) apud Silveira e Molina
(2005), aplicado no cultivo aerébico de Bacillus thuringiensis var.
israelensis. Multiplicando-se a equagao 3.42 pela concentracao
de biomassa (X) e substituindo-se a equagéo 3.37, obtém-se a
equacao 3.43.

1 dX
=——+
Y, dt

Integrando pelo método dos trapezdides, conforme sugeri-
do por Zabriskie e Humphrey (1978), obtém-se a equacao 3.44.

QO,X mo X (3.43)

tn Xn 1 tn
[QO,Xdt= | —dX+ [m,Xdt (3.44)
tn—1 Xn-1 YO tn—1

Substituindo-se os intervalos e isolando-se X, que repre-
senta o valor cumulativo da concentragéo de biomassa, obtém-se
a equacao 3.45.
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Yo(fj[(oozx) +(Q0,X), ]{1 moYe (‘gﬂxn_,
X, = (3.45)
At
1+ m,Y, ( j
2
onde X, é a concentragdo de biomassa no tempo t, (g L'1), Xn.1 €
a concentracdo de biomassa no tempo t,.; (g L), At é o intervalo
de tempo entre t, e t,,1 ( ), Qo2X, € a demanda de oxigénio no
tempo t, (mmolO, L h ) Qo2Xp.1 € a demanda de oxigénio no
tempo t,.; (MmMolO, L h , Mo é o coeficiente de manutencao
para o 0O, (mmolO, gx' h™') e Yo € o fator de conversao de oxi-
génio em biomassa (gx mmolO;™).

Nesta equagédo, o primeiro valor de X,.; deve-se ser esti-
mado a partir da concentracao celular do in6culo de cada cultivo.
Lembrando que os valores de Q02X obtidos a partir da equacgao
3.33, devem estar em mmolO, L™ h'™".

3.8 Propriedades dos Pigmentos

Apbs todas as etapas anteriores realizadas, surgiu a ne-
cessidade de determinar e quantificar algumas propriedades des-
tes pigmentos produzidos. As propriedades estudadas foram a
estabilidade térmica através da metodologia da superficie de
resposta e a atividade antimicrobiana do pigmento laranja, ver-
melho aminado a partir do laranja e do vermelho produzido du-
rante o cultivo. Os principais passos desta etapa estao apresen-
tados na Figura 3.13 e os resultados estdo apresentados no item
4.5 (pg. 163).
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Cultivo do M. ruber para
producao dos pigmentos

v

Preparo dos pigmentos

v v

Determinacao da estabilidade Determinacao da atividade

térmica dos pigmentos antimicrobiana

v v

Determinacao da Ea, D, t;» sob Pigmentos tratados com n-

+ temperaturas e pH hexano e cloroférmio
v v
Aplicacao da superficie de Determinacao da inibigdo em S.
resposta e analise estatistica aureus, E. coli e S. enteritidis

Figura 3.13: Fluxograma das principais etapas realizadas.

3.8.1 Preparo dos Pigmentos
3.8.1.1 Pigmento laranja

O pigmento laranja produzido nos cultivos foi obtido pela
filtracdo do meio de cultivo em gaze para eliminar a biomassa,
que foi descartada. O filtrado, contendo os cristais de pigmento,
foi colocado em proveta de 1000 mL para separagdo por sedi-
mentagao. O pigmento sedimentado no fundo da proveta foi cole-
tado com pipeta de 25 mL e filtrado em papel filtro quantitativo
Whatman n° 1. O filtrado foi descartado e o material remanescen-
te foi lavado diversas vezes com agua destilada. Apés lavagem,
o pigmento foi solubilizado em alcool etilico 95 °GL, obtendo-se
uma solugéo concentrada de pigmento. Esta solucéo foi armaze-
nada em freezer a -20 °C.

A estabilidade térmica foi realizada com esta solugédo de
pigmento enquanto que a determinacao da atividade antimicrobi-
ana foi realizada a partir desta solucdo com um processo de puri-
ficacdo. A solugao de pigmento laranja mantida a -20 °C em re-
frigerador foi submetida ao processo de recristalizacdo do pig-
mento pela adicdo de duas partes de agua destilada para cada
parte da solucido de pigmento, mantida a -20 °C durante 2 horas
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e filtrado em papel filtro quantitativo Whatman n° 1. O pigmento
retido foi lavado com n-hexano e cloroférmio. Apos lavagem, o
pigmento foi solubilizado em &lcool etilico 95 °GL.

O pigmento purificado foi submetido ao processo de eva-
poracao total do solvente sob vacuo. O pigmento sélido foi dis-
solvido em dimetilsulfoxido (DMSO) e submetido aos experimen-
tos da atividade antimicrobiana.

3.8.1.2 Pigmento vermelho aminado

O pigmento vermelho foi obtido a partir da adi¢cdo de 0,5 g
de glicina em 100 mL da solugéo alcodlica de pigmento laranja
solivel em etanol 95 °GL armazenada a -20 °C. O pH foi ajusta-
do para 6,0 e colocou-se em shaker a 30 °C sob agitagado de 100
rpm durante 2 horas.

A estabilidade térmica foi realizada com esta solugdo en-
qguanto que o pigmento vermelho sofreu um processo de lavagem
com n-hexano e cloroférmio. Apds lavagem, o pigmento foi sub-
metido a evaporagao do solvente sob vacuo. O pigmento verme-
lho sélido foi solubilizado em DMSO para determinar a atividade
antimicrobiana.

3.8.1.3 Pigmento vermelho

O pigmento vermelho produzido nos cultivos foi obtido por
filtracdo em gaze para eliminar a biomassa. O filtrado foi coletado
e armazenado a -20 °C.

A estabilidade térmica foi realizada com este pigmento,
enquanto que para a determinagao da atividade antimicrobiana, o
pigmento sofreu um processo de lavagem com n-hexano e cloro-
férmio. Apés lavagem, o pigmento foi submetido a evaporacao do
solvente sob vacuo. O pigmento vermelho sélido foi solubilizado
em DMSO e submetido a determinacao da atividade antimicrobi-
ana.

3.8.2 Estabilidade Térmica dos Pigmentos

Os experimentos para avaliar a estabilidade térmica foram
realizados em frasco de vidro encamisado de 300 mL contendo
200 mL da solucao de pigmento. A absorbancia inicial foi ajusta-
da para 1 UA470nm para o pigmento laranja e para 1 UAsionm para
o pigmento vermelho. O aparato utilizado encontra-se ilustrado
na Figura 3.14.
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O controle da temperatura foi realizado a partir de um ba-
nho termostatizado da marca MicroQuimica de 9 litros. A cada
intervalo de tempo pré-determinado, amostras de 3 mL foram
coletadas, imediatamente resfriadas a temperatura ambiente em
tubo de ensaio com rosca e submetidas a leituras da absorbancia
em espectrofotdbmetro a 470 ou 510 nm.

[ 11

Figura 3.14: Aparato utilizado no tratamento térmico (1) solugéo
de pigmento (2) circulagédo de agua; (3) termbémetro; (4) agitador
magnético e (5) banho termostatizado.

3.8.2.1 Determinacao da constante de degradacao térmica
(Dc)

A constante de degradacgao térmica (D¢) dos pigmentos foi
determinada através de um modelo cinético de primeira ordem
expresso pela equagéo 3.46.

dA

p Dt (3.46)
onde A é a absorbancia (UA47onm 0uU UAsionm), t € 0 tempo (h) e
D¢ é a constante de degradacéo térmica (h™").

A equacgao 3.46 pode ser linearizada utilizando as condi-
¢bes de contorno: A = Apquando t=0e A= Aquando t=t; re-
sultando na equacao 3.47.

A
In — |=-D,t 3.47
4 )2 347
onde A é a absorbancia no tempo t (UA470nm 0U UAs10nm) € Ap € a
absorbéncia inicial (UA47onm 0U UAs10nm)-

3.8.2.2 Determinacéo do tempo de meia vida

O tempo de meia vida (t;2) para cada condi¢ao estudada
foi calculado a partir dos valores de D¢ através da equagao 3.48
onde A/Ay é igual a 2.
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; _In2
Y2 D,
onde t;: tempo de meia vida (h).

(3.48)

3.8.2.3 Determinacdao da energia de ativacdo (Ea)

A energia de ativacao (Ea) dos trés pigmentos foi determi-
nada através do modelo de Arrhenius conforme apresentado na
equacao 3.49 (Levenspiel, 1986).

,Ea

D, =D,e"™ (3.49)
onde Ea é a energla de ativacdo (kcal mol™), Dy é o fator pre-
ex1ponen0|al , R é a constante universal dos gases (cal mol™

ye T, é atemperatura (K).
Linearizando o modelo de Arrhenius, obtém-se a equacgao
3.50.

InD, ——i(ljﬂnD (3.50)
R\T
O coeficiente angular da regresséao linear dos valores do
logaritmo neperiano de D¢ em fungdo do inverso da temperatura
absoluta (em Kelvm) multiplicado pela constante ideal dos gases
(1,987 cal mol" K') representa o valor da energia de ativacéo
(Ea).

3.8.2.4 Ensaios realizados

Primeiramente, a energia de ativagao dos trés pigmentos produ-
zidos foi determinada na faixa de temperatura de 50 a 96 °C a pH
4,5. Aos dados experimentais obtidos, foi aplicado o modelo de
Arrhenius, apresentado na equacao 3.49, para determinar o valor
da Ea.

Os trés pigmentos foram submetidos a avaliagcdo da estabi-
lidade térmica frente a variagcdes da temperatura e do pH pela
aplicacao da metodologia da superficie de resposta, para predi-
cao da constante de degradacao térmica (Dc) e do tempo de
meia vida (t;2) em funcao das variaveis estudadas. A matriz com
as variaveis codificadas e as variaveis reais encontra-se apre-
sentada na Tabela 3.2.
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Tabela 3.2: Variaveis codificadas e variaveis reais utilizadas na
determinacdo da estabilidade térmica dos pigmentos.

Variaveis Codificadas Variaveis Reais
(X7) (X2) Temperatura (°C) pH
-€ -€ 53,8 4,08
-1 -1 60,0 4,50
0 0 75,0 5,50
+1 +1 90,0 6,50
+€ +€ 96,2 6,91

Xi: temperatura; Xo: pH; €: corresponde a V2.

A partir dos dados experimentais foi obtido um polinémio
de segunda ordem, conforme apresentado pela equagéo 3.51, da
constante de degradacao térmica e do tempo de meia vida em
funcdo da temperatura e do pH através da analise da metodolo-
gia da superficie de resposta pelo software Statistica 6.0. O poli-
némio gerado pela analise da superficie de resposta esta apre-
sentado na equagéo 3.51.

2 2
Y=ﬁ0+iz1ﬂixi+I_Z1ﬂiixi2+;jzi;r’ﬂijxixj (3.51)
onde Y é a resposta predita, £, € constante, S coeficiente linear,
Bi € o coeficiente quadratico, f; é o produto dos coeficientes X; e
X;e Xjsao as variaveis independentes.

3.8.3 Atividade Antimicrobiana

A atividade antimicrobiana dos pigmentos laranja, verme-
lho aminado a partir do pigmento laranja e pigmento vermelho
produzido diretamente no meio de cultivo foi realizada através do
método de difusdo em agar com base na técnica do pogco em
camada dupla, conforme descrito por Goove e Randall (1955),
seguindo as recomendacgbes do National Committee for Clinical
Laboratory Standard, (NCCLS, 2002). Estes experimentos foram
realizados no Laboratério de Meios no Departamento de Microbi-
ologia e Parasitologia (MIP) da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC) sob a orientacao da professora Iraci Tosin.
3.8.3.1 Microrganismos alvo

A atividade antimicrobiana foi determinada sobre os mi-
crorganismos Staphylococcus aureus ATCC 25922, Escherichia
coli ATCC 25923 e Salmonella enteritidis ATCC 13076. S. aureus
e E. coli foram fornecidos pelo Laboratério de Microbiologia de
Alimentos do Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimen-
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tos da Universidade Federal de Santa Catarina e a S. enteritidis
foi obtida junto a Colegdo de Culturas Tropicais da Fundacao
André Tosello (Campinas, SP). A manutengao das culturas foi
realizada em caldo nutriente (NB) incubado a 37 °C durante 24
horas e posteriormente mantidos a 4 °C.

3.8.3.2 Preparo do meio de cultura

Foram preparados 150 mL de agar Mueller Hinton (MH) (38
g L™, divididos em 15 tubos de ensaio medindo 20 x 200 mm
com rosca e autoclavados a 121 °C durante 20 minutos, resfria-
dos até atingir a temperatura entre 45 e 50 °C e vertidos em pla-
cas de Petri (100 mm) esterilizadas para formagéo da primeira
camada de agar.

Posteriormente, foram preparados 5 tubos de ensaio me-
dindo 20 x 200 mm contendo 15 mL de agar MH e 5 tubos me-
dindo 10 x 100 mm contendo 3 mL de caldo MH, todos com tam-
pa rosqueada para o preparo dos in6culos de S. enteritidis, E.
coli e S. aureus. Este material foi autoclavado a 122 °C durante
20 minutos. Os tubos foram resfriados até a temperatura de a-
proximadamente 50 °C e, em seguida, acondicionados em ba-
nho-maria a temperatura de 50 °C para manter-se liquido até o
momento de serem utilizados.

3.8.4 Preparo do Inéculo

A padronizacao do inéculo das culturas de Salmonella en-
teritidis e Escherichia colifoi feita mediante a inoculagdo em meio
McConkey e a cultura de Staphylococcus aureus em agar san-
gue, todas incubadas a 37 °C durante 24 horas.

Para atestar a pureza das culturas (auséncia de contami-
nacao) foram feitas analises tintoriais para S. enteritidis (nao fer-
mentadoras de lactose) e E. coli (fermentadoras de lactose) e a
ocorréncia de hemdlise das hemacias para S. aureus, conforme
apresentado na Figura 3.15. Em seguida, foram selecionadas
coldnias isoladas para serem inoculadas em placas de Petri con-
tendo agar nutriente, incubadas a 37 °C por 24 horas. Destas
placas, foram coletadas de 3 a 5 col6nias dos microrganismos
para inocular os tubos de ensaio, previamente esterilizados, con-
tendo 3 mL de caldo MH. A concentracdo celular foi ajustada
para obter uma turvacdo equivalente a 0,5 na escala de McFar-
land.
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Figura 3.15: Culturas de Salmonella enteritidis e Escherichia coli
em meio McConkey e Staphylococcus aureus em agar sangue.

A escala 0,5 de McFarland foi preparada através de uma
aliquota de 0,5 mL de uma solugido 0,048 mol L' de BaCl,
(1,175% p/v BaCl,.2H,0) adicionada a 99,5 mL de H,SO, 0,18
mol L™ (1% v/v) com agitagdo constante. A turbidez desta solu-
cao deve estar entre 0,008 a 0,100 unidades de absorbancia a
625 nm. As medidas da turbidez foram realizadas em espectrofo-
tdbmetro da Marca Tecnal modelo Spectrophotometer SP 1105.
Aliquotas de 3 mL desta solugao foram transferidas para tubos
de ensaio medindo 10 x 100 mm com tampa rosqueada, fecha-
dos hermeticamente e armazenados a temperatura ambiente ao
abrigo da luz. A Figura 3.16 mostra a padroniza¢éo dos inéculos
segundo a escala 0,5 de McFarland.

Figura 3.16: Escala 0,5 de McFarland e in6culo preparado.

3.8.5 Determinacao da Atividade Antimicrobiana

Aos tubos contendo 15 mL de agar MH, mantidos a 50 °C,
foram adicionados 3 mL da suspensdo dos microrganismos alvo
(padronizados com a escala 0,5 de McFarland). Com auxilio de
uma pipeta estéril foram vertidos 5 mL em cada placa, formando
a segunda camada.

Apés solidificagdo do agar MH, foram realizadas quatro
perfuracdes de 6 mm de didmetro em cada placa, com canudos
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de plastico esterilizados em alcool 70% (v/v), fazendo com que
0s pocgos fossem distribuidos uniformemente, ficando no minimo
a 24 mm de distancia de centro a centro, conforme apresentado
na Figura 3.17. Em cada pogo, foram dispensados 40 uL dos
pigmentos, em diferentes concentragdes, sendo o ultimo utilizado
como controle negativo onde foi adicionado somente DMSO.
Ap6s duas horas a temperatura ambiente, as placas foram incu-
badas em estufa a 37 °C por 24 horas. Ap6s o periodo de incu-
bacao, o halo de inibi¢cdo visivel a olho nu, incluindo o didmetro
do poco, foi medido com auxilio de uma régua milimetrada. To-
dos os experimentos foram realizados em triplicata.

r

=
-

X

Figura 3.17: Perfuragcao e preenchimento dos pocos.

A determinacdo da concentragdo minima inibitéria foi reali-
zada através da construgao de uma curva do didametro do halo de
inibicdo em funcao do log da concentragao de pigmento.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Influéncia do pH na Producao de Pigmentos por Monas-
cus ruber CCT 3802

Neste topico estdo apresentados os resultados da influ-
éncia do pH na producgao de pigmentos por Monascus ruber CCT
3802. Primeiramente foram determinadas as velocidades de
crescimento radial em agar dextrose de batata (PDA) sob dife-
rentes condi¢cdes de pH, seguida pela varredura, dos principais
pigmentos produzidos, em espectrofotdbmetro na faixa de 360 a
535 nm. Apéds a interpretacdo dos resultados, foram realizados
cultivos submersos sob diferentes condi¢cées de pH para deter-
minar o comportamento do fungo e da producdo de pigmentos
nestas condicdes.

4.1.1 Determinacao da Velocidade de Crescimento Radial
(Ver)

As Figuras 4.1 e 4.2 apresentam a evolugéo do raio das
colénias do Monascus ruber CCT 3802 em agar dextrose de ba-
tata sob diferentes condigées de pH durante 192 horas de cultivo.
As imagens das colbnias ao final dos cultivos podem ser visuali-
zadas na Figura 4.3.

Tempo (h)
©
o

AR

144
Figura 4.1: Evolugao do raio das colénias de Monascus ruber
CCT 3802 cultivado a 30 °C em PDA sob diferentes condigbes de
pH (2,0 a 6,0).
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Figura 4.2: Evolugéo do raio das coldnias de Monascus ruber
CCT 3802 cultivado a 30 °C em PDA sob diferentes condigbes de
pH (6,5 a 10,0).

Figura 4.3: Imagens das col6nias de Monascus ruber CCT 3802
cultivadas a 30 °C durante 192 h em PDA sob diferentes condi-
¢bes de pH.
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Através das Figuras 4.1 e 4.2 verificam-se as diferencas
entre a evolugédo do raio das colénias em funcao do tempo de
cultivo para cada condi¢ao de pH. Analisando a Figura 4.3 é no-
tério que os cultivos realizados a pH 2 e 3 favoreceram a forma-
¢ao de pigmentos amarelos, enquanto que o cultivo realizado a
pH 4,0 apresentou coloragdo amarela e laranja, enquanto que 0s
cultivos realizados entre pH 4 e 7 favorecem a formacéo de pig-
mentos laranja. pH superiores a 7 favorecem a formacao dos
pigmentos vermelhos.

Pandey et al. (2001) destaca que fungos filamentosos a-
presentam maiores velocidades de crescimento na faixa de pH
entre 4 e 5. Logo, ao serem submetidos as condi¢cdes adversas
de pH (Figura 4.3) deve existir a formacgao e excre¢do de meta-
boélitos para tornar o meio de cultivo propicio ao crescimento da
colénia. De qualquer forma, estes resultados serviram como indi-
cadores da importancia do pH no crescimento e na producao de
pigmentos.

A partir dos resultados experimentais foi aplicada a equa-
¢ao 3.2 (pg. 65) para determinar a velocidade de crescimento
radial. Os resultados encontram-se apresentados na 4.1.

A maior velocidade de crescimento radial foi obtida no cul-
tivo realizado em pH 4 (0,0789 mm h™"), seguida pela obtida no
cultivo sob pH 6,5 (0,0762 mm h™), enquanto que a menor velo-
cidade de crescimento radial (0,0355 mm h'") foi obtida quando o
microrganismo foi cultivado em pH 2. Todas as regressées apre-
sentaram boa linearidade do raio da col6nia em fungéao do tempo
de cultivo (R® > 0,99).

Gabiatti et al. (2006) utilizaram a velocidade de cresci-
mento radial para selecionar microrganismos produtores de bios-
surfactantes enquanto Lopez-Malo et al. (1995) estudaram a
composi¢ao do meio de cultivo sobre a velocidade de crescimen-
to radial no crescimento de fungos filamentosos. Ambos os traba-
Ihos, relataram que a evolug¢do do raio em funcdo do tempo de
cultivo possui comportamento linear e destacaram que esta me-
dida é uma ferramenta auxiliar na selecdo de meios de cultivos e
microrganismos.
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Tabela 4.1: Velocidade de crescimento radial, equacéo do raio
em funcao do tempo e aspecto visual das col6nias de M. ruber
CCT 2802 cultivadas a 30 °C sob diferentes condicbes de pH.
pH Ver(mmh')  Equacdo R°  Aspecto Visual
2,0 0,0339 r=0,0339t+0,5 0,9969 Amarelo

2,5 0,0456 r=0,0456t+0,5 0,9992 Amarelo

3,0 0,0542 r=0,0542t+0,5 0,9998 Amarelo

3,5 0,0702 r=0,0702t+0,5 0,9924 Amarelo

4,0 0,0789 r=0,0789t+0,5 0,9952 Amarelo/Laranja

4,5 0,0640 r=0,0640t+0,5 0,9967 Laranja
5,0 0,0619 r=0,0619t+0,5 0,9956 Laranja
55 0,0701 r=0,0701t+0,5 0,9967 Laranja
6,0 0,0587 r=0,0587t+0,5 0,9985 Laranja
6,5 0,0762 r=0,0762t+0,5 0,9986 Laranja

7,0 0,0554 r=0,0554t+0,5 0,9958 Laranja/Vermelho
7,5 0,0691 r=0,0691t+0,5 0,9955 Vermelho
8,0 0,0699 r=0,0699t+0,5 0,9949 Vermelho
8,5 0,0581 r=0,0581t+0,5 0,9989 Vermelho
9,0 0,0573 r=0,0573t+0,5 0,9962 Vermelho
9,5 0,0760 r=0,0760t+0,5 0,9961 Vermelho
10,0 0,0737 r=0,0737t+0,5 0,9956 Vermelho
Vcr: Velocidade de crescimento radial; r: raio da colénia (mm); t: tempo (h).

Com objetivo de avaliar se existem diferencas significativas
entre as velocidades de crescimento radial, foi utilizada a meto-
dologia estatistica proposta por Zar (1984) que verifica se exis-
tem diferencas significativas entre as declividades (V) do raio da
colénia em fungao do tempo de cultivo. Os resultados desta ana-
lise estatistica estdo apresentados na Tabela 4.2.
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Tabela 4.2: Resultados da andlise estatistica entre as Vqg do M.
ruber CCT 3802 cultivado sob diferentes condigées de pH.

pH Ver que apresentaram igualdade ao nivel de 0,01

3,0 6,0/7,0/85/9,0

3,5 45/55/65/75/8,0/9,5/10,0
4,0 6,5

4,5 35/50/55/75/85/10,0
5,0 45/8,5

55 35/45/6,5/75/8,0/95/10,0
6,0 3,0/7,0/85

6,5 35/55/75/95/10,0

7,0 3,0/8,5

7,5 35/45/55/6,5/95/10,0
8,0 35/45/55/7,5/10,0

8,5 3,0/4,5

9,0 3,0/8,5

9,5 35/55/6,5/75

10 35/45/55/65/75/9,5

Os cultivos realizados no intervalo de pH de 2 a 3 apresen-
taram diferencas estatisticamente significativas com as demais
velocidades obtidas ao nivel de 0,01. A maxima velocidade de
crescimento radial obtida no cultivo realizado em pH 4,0 diferen-
ciou-se estatisticamente das demais velocidades, exceto quando
comparada a obtida no pH 6,5.

Babitha et al. (2007) utilizaram sementes de jaca na produ-
cao de pigmentos por Monascus purpureus LPB97, através do
processo de fermentagdo em estado sélido, verificando que o
fungo nao apresentou crescimento nos cultivos realizados em pH
2,0 e 2,5. O maximo crescimento foi obtido quando foi cultivado
em pH 4.

Carvalho et al. (2005) determinaram a velocidade de cres-
cimento radial de quatro cepas de Monascus cultivadas em PDA.
As velocidades de crescimento radial obtidas foram: 0,120;
0,125; 0,095 e 0,129 mm h™'. Gabiatti et al. (2006), na selegao de
fungos filamentosos para a producao de biossurfactantes, verifi-
caram que a cepa EFB1 apresentou maiores velocidades de
crescimento radial no agar nutriente (0,481 mm h™) e no agar
glicerina (0,432 mm h'™"). J& no agar éleo diesel e no éqar azeite
de oliva, apresentou velocidade de 0,431 e 0,420 mm h™', respec-
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tivamente, indicando que esta metodologia, apesar de pouco
utilizada, € uma resposta rapida e precisa que pode ser utilizada
em diversas pesquisas, tanto na selecdo de microrganismos
quanto na selegéo de meios de cultivo.

Os pigmentos produzidos nas diferentes condigées de pH
(Figura 4.3) foram submetidos a analises de varredura em espec-
trofotdmetro na faixa de 360 a 535 nm e a biomassa retida foi
quantificada por gravimetria. Os resultados destas varreduras
encontram-se apresentados nas Figuras 4.4 e 4.5.
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Figura 4.4: Espectro de varredura dos pigmentos produzidos por
Monascus ruber CCT 3802 na faixa de pH de 2 a 5.
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Figura 4.5: Espectro de varredura dos pigmentos produzidos por
Monascus ruber CCT 3802 na faixa de pH de 6 a 10.
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Analisando as Figuras 4.4 e 4.5, percebe-se que todas as
varreduras apresentaram pico de absorbancia a 400 nm. As co-
res laranja e vermelho, nos cultivos realizados a pH superiores a
3, sobrepbe-se ao amarelo, tornando a coloragédo predominante
de acordo com o pigmento de maior poder colorifico.

As varreduras dos pigmentos extraidos das col6nias culti-
vadas em pH 2,0 e 3,0 apresentaram somente o aparecimento
de um pico no comprimento de onda de 400 nm, caracteristico
dos pigmentos amarelos. A varredura dos pigmentos extraidos
da biomassa cultivada em pH 4,0 além do pico apresentado a
400 nm, apresentou a formagédo de um pico na regido de 470 nm,
indicando a producdo de pigmentos laranja. Ja os pigmentos
produzidos na faixa de pH de 5 a 10 apresentaram o apareci-
mento de um pico a 510 nm, caracteristico do pigmento verme-
lho, demonstrando que o pH exerce influéncia sobre a producéo
de pigmentos por Monascus ruber CCT 3802.

4.1.2 Cultivo Submerso

Diante do comportamento da produgéo de pigmentos sob
as diferentes condigcbes de pH, surgiu a necessidade de realizar
cultivos submersos, pois durante os cultivos em meio soélido
(PDA) o microrganismo poderia alterar o pH na redondeza da
colénia pela producdo de compostos originarios de seu metabo-
lismo, promovendo condi¢des variaveis de pH.

As curvas do crescimento e da produgéo de pigmentos do
Monascus ruber CCT 3802 foram realizadas sob diferentes con-
dicdes de pH, variando de 2,0 a 8,0. Como os cultivos realizados
com pH superior a 6,0 apresentaram baixas quantidades de bio-
massa (< 0,5 g L") e pigmentos, os dados ndo foram apresenta-
dos. Os resultados (Figura 4.6 e 4.7) concordam com o0s experi-
mentos realizados em PDA. O cultivo realizado a pH 2 apresen-
tou maior fase lag (72 horas) com a produgéo de pigmento ama-
relo (UAsoonm), SOlUvel no meio de cultivo. O cultivo realizado a
pH 5,0 apresentou a producéo de pigmento vermelho (UAsionm)-
Ja os cultivos realizados a pH 3 e 4 produziram pigmento laranja
(UA470nm) com baixa solubilidade no meio de cultivo, apresenta-
dos na Figura 4.8.
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Figura 4.6: Cultivo de Monascus ruber CCT 3802 sob diferentes
valores de pH.

Figufa 4.7: Frascos e papel filtro com biomassa de Monascus

ruber CCT 3802 nos diferentes pHs cultivados.
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Verifica-se, através da Figura 4.6, a existéncia de diferen-
cas na evolucdo da concentragdo de biomassa e de pigmentos
de acordo com cada condi¢do de pH. Ao mesmo tempo, a varia-
¢ao na absorbancia é visivel. Através da Figura 4.7 verificam-se
as diferentes coloragbes dos cultivos. Claramente, percebe-se
que, valores de alta acidez (pH 2) propiciaram a producdo de
pigmento amarelo, valores intermediarios (pH 3 e 4) a produgéo
de pigmento laranja e pH acima de 5 ocorreram a produgédo de
pigmentos vermelhos.

Figura 4.8: Cristais do pigmento laranja produzidos no cultivo de
Monascus ruber CCT 3802 sob pH 3 (aumento de 40 X).

Através da Figura 4.8 verificam-se os cristais formados no
cultivo do microrganismo a pH 3, apresentando baixa solubilida-
de no meio de cultivo. Estes resultados devem ser mais bem
investigados, pois caso se comprove esta hip6tese, pode-se pro-
duzir um pigmento vermelho concentrado com alto grau de pure-
za, além de evitar a presenca da citrinina junto ao pigmento, uma
vez que o pigmento laranja é insoluvel em agua e a citrinina a-
presenta solubilidade e/ou possibilidade de ser arrastada medi-
ante lavagem do pigmento laranja.



109

4.2 Producao de Pigmento Vermelho a Partir do Pigmento
Laranja

Como houve diferenga na producdo dos pigmentos pelo
Monascus, de acordo com o pH do meio de cultivo (item 4.1, pg.
100), provavelmente poderia existir este efeito sobre a transfor-
magcéao do pigmento laranja em pigmento vermelho. Para reforgar
estas afirmacdes foram realizados experimentos, a partir de uma
solugao de pigmento laranja na auséncia e na presencga de glici-
na, apos a fermentacao (Figuras 4.9 e 4.10).

Figura 4.9: Pigmento laranja na auséncia de glicina sob diferen-
tes valores de pH (ordem de pH: 2; 4; 6; 8 e 10).

Figura 4.10: Pigmento laranja na presenca de glicina sob diferen-
tes valores de pH (ordem de pH: 2; 4; 6; 8 e 10).



110

Comparando as Figuras 4.9 e 4.10 percebe-se a diferenga
da coloragdo entre os experimentos. A adi¢cao de glicina resultou
na formagado da cor vermelha para todos os valores de pH com
pequena variagao na coloragdo vermelha. Estes resultados suge-
rem a possibilidade de produzir o pigmento vermelho a partir do
pigmento laranja apds a fermentagéo pela adi¢cdo de glicina.

Hajjaj et al. (2000b) e Jung et al. (2003) produziram dife-
rentes pigmentos vermelhos através da adicdo de aminoéacidos
ao meio de cultivo. Como comentado no decorrer do trabalho, a
producdo de pigmentos vermelhos possui maior interesse co-
mercial, embora apresente varios problemas, dentre eles, a se-
paracéo do pigmento vermelho do meio de cultivo, aumentando o
nuamero de operagdes de downstream. A produgédo de pigmento
laranja torna-se um atrativo, pois além de ser um material sélido
de facil separagao, possibilita a obtencao dos pigmentos verme-
lhos pés-cultivo do.

Diante deste indicio, surgiu a necessidade de estabelecer
uma possivel estequiometria para determinar o fenbmeno da
mudanca da coloragdo, semelhante ao determinado por Hajjaj et
al. (1999a) para o pigmento vermelho, em que 15 mg de pigmen-
to vermelho por litro de solugao correspondia a 1 UA4gonm. COmo
nao foi encontrada esta relagédo para o pigmento laranja, foi reali-
zada uma estimativa com o pigmento laranja purificado, adicio-
nando-se diferentes quantidades em alcool etilico e medindo-se
a absorbancia (Figura 4.11).
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Figura 4.11: Concentracdo de pigmento laranja necessaria para
promover 1 UA47onm.
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Através da regressao linear da concentragdo de pigmento
laranja versus absorbéancia a 470 nm foi possivel determinar que
44 mg de pigmento laranja adicionadas em 1 litro de etanol sdo
necessarias para promover 1 UAs7onm. Através desta relacao é
possivel determinar a concentracdo de pigmento durante os cul-
tivos, devido a dificuldade de separagao soélido-sélido do pigmen-
to e da biomassa do meio de cultivo. Esta relagdo possibilita a
solubilizacdo em um dado volume de etanol e determinagéo da
concentragao de pigmento pela curva de calibracao.

4.2.1 Testes com Diferentes Fontes de NH,»

Tentando esclarecer o fenbmeno da transformagao da co-
loragdo laranja para vermelha foram assumidas as teorias apre-
sentadas nos trabalhos de Hajjaj et al. (2000b) e Jung et al.
(2003) que adicionaram aminoacidos ao meio de cultivo, verifi-
cando a produgéo de diferentes pigmentos vermelhos.

Os experimentos foram realizados com 15 mg de aspara-
gina (aminoacido contendo grupamento amida), tirosina (aminoa-
cido com anel aromatico), metionina (aminoacido sulfurado), gli-
cina (aminoacido com grupamento alifatico), histidina (aminoaci-
do basico), monoglutamato de sédio e cloreto de aménio. Os
resultados estao apresentados nas Figuras 4.12 e 4.13.
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Figura 4.12: Aspecto visual da adi¢éo de diferentes aminoacidos
ao pigmento laranja sob pH 5,0 (ordem: controle, tirosina, histidi-
na, asparagina, metionina, monoglutamato de sddio, cloreto de
amoénio e glicina).

Através da Figura 4.12 verifica-se, claramente, que as
quantidades de pigmento laranja e vermelho foram alteradas em
relacdo ao controle. A adicdo de glicina proporcionou maior colo-
racdo vermelha. Verifica-se que a adi¢cdo de cloreto de amobnio
resultou na formacdo da coloragdo vermelha, embora menos
intensa quando comparada a adicao de glicina e monoglutamato
de sodio.
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Figura 4.13: Efeito da adicdo de diferentes fontes aminoacidos ao
pigmento laranja a 30 °C sob pH 5,0 (a) UA470nm € (b) UAs10nm-

Pela analise da Figura 4.13, verifica-se que a adicdo de
glicina proporcionou maior producdo de pigmento vermelho, atin-
gindo 0,732 UAs10nm, acompanhado pelo monoglutamato de so6-
dio com 0,668 UAsi0nm quando comparado ao experimento con-
trole (sem adicdo) que ndo apresentou variacdo na coloracao.
Verifica-se também a redugdo da quantidade de pigmento laran-
ja, partindo-se de uma leitura inicial de absorbancia de 0,955
UA470nm resultando em 0,487 e 0,499 UA470nm quando utilizada a
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glicina e o monoglutamato de sédio, respectivamente, demons-
trando que houve transformacao do pigmento laranja em pigmen-
to vermelho.

Estes resultados indicaram que a glicina possui maior po-
der de formar o pigmento vermelho que os demais compostos
testados. Para melhor conclusédo desta parte do trabalho, foram
realizados testes semelhantes com cada composto estudado
(asparagina, metionina, glicina, histidina, tirosina, monoglutamato
de sédio e cloreto de aménio), padronizando a quantidade de
NH, adicionada. Mesmo que os aminoé&cidos adicionados pro-
movam a mesma coloragao vermelha, vale lembrar que a glicina
possui aproximadamente 21% de NH, em sua massa molar, en-
quanto que a metionina, asparagina, histidina, tirosina € mono-
glutamato de sddio possuem de 9 a 12% de NH,, além do que a
glicina apresenta menor custo relativo aos demais aminoacidos,
podendo ser utilizada industrialmente na obteng¢do do pigmento.

A Figura 4.14 apresenta o aspecto visual da coloragcdo ao
final de cada experimento e a Figura 4.15 apresenta as leituras
da absorbéncia realizadas a 470 e 510 nm.

Figura 4.14: Aspecto visual da adicdo de diferentes compostos
ao pigmento laranja sob pH 5,0 utilizando a mesma concentragéo
de glicina (ordem: controle, tirosina, histidina, asparagina, cloreto

de aménio, monoglutamato de sédio, metionina e glicina).
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Figura 4.15: Efeito dos diferentes compostos sobre as absorban-
cias, mantendo-se constante a concentragdo de NH,. (a) UA47onm
€ (b) UA51Onm-

Verifica-se que a quantidade de NH, adicionada nos expe-
rimentos realizados anteriormente n&o influenciou nos resulta-
dos, exceto para metionina. Através da Figura 4.15 verifica-se
que os experimentos onde foram adicionados glicina, NH,ClI,
monoglutamato de sodio e metionina apresentaram maiores re-
ducdes na absorbéancia a 470 nm quando comparado ao contro-
le. Com relagé@o ao pigmento vermelho, 0 mesmo comportamento
foi verificado. Ocorreu aumento da absorbancia de 0,522 UAsonm
do experimento controle para 0,578 quando utilizado o monoglu-
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tamato de sédio, 0,652 para a metionina e 0,672 UAs o, para a
glicina, indicando transformagéo do pigmento laranja em verme-
lho.

Para identificar se a adicdo dos compostos proporcionou
efeito significativo sobre a producdo de pigmento vermelho foi
realizada a analise de variancia ao nivel de significancia de 0,05,
conforme apresentado na Tabela 4.3.

Tabela 4.3: Andlise de variancia da adicdo dos compostos sobre
a variavel UAs1onm.

Variacao S.Q. G. L. Q.M. F p
Média 10,071 1 10,071 167618 <0,001
NH, 0,129 7 0,018 3075 <0,001
Erro 0,001 24 0,000

S.Q.: soma dos quadrados; G.L.: graus liberdade, Q.M.: quadrado médio.
Através da Tabela 4.3 verifica-se que a adigao de NH, pro-
vocou efeito significativo sobre a absorbancia a 510 nm (p <
0,05). Como a andlise de variancia indicou efeito significativo foi
realizado um teste “t” para identificar se existem diferengas signi-
ficativas entre os compostos adicionados que proporcionaram a
formacao da coloragao vermelha. O teste “t” foi aplicado ao mo-
noglutamato de sodio, a metionina e a glicina e os resultados
estdo apresentados na Tabela 4.4.
Tabela 4.4: Teste “t” das respostas UA470nm € UAs10nm-

Composto UA4700m UAs10nm
Monoglutamato de sédio 0,496° 0,570°%
Metionina 0,538° 0,648°
Glicina 0,480° 0,677°

a, b e c identificam diferencas estatisticamente significativas ao nivel de 0,05.

Através da Tabela 4.4 pode-se verificar que todas as fon-
tes de NH, comparadas estatisticamente, apresentaram diferen-
¢as entre si ao nivel de 0,05, sendo a glicina o melhor composto
para ser utilizado na transformagéo do pigmento laranja em ver-
melho.

A partir dos resultados obtidos nesta etapa do trabalho, foi
escolhida a glicina como componente para a formag¢éo dos pig-
mentos vermelhos por apresentar maior transformacdo de pig-
mento laranja em pigmento vermelho e, ao mesmo tempo, por
apresentar aproximadamente 21% de NH, em sua molécula,
comparando-se a metionina e ao monoglutamato de sédio que
possuem cerca de 10%.
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A glicina é um cristal branco ou pé cristalino, sem odor e
de sabor adocicado, prontamente solivel em agua e acido férmi-
co e praticamente insoluvel em etanol (Ajinomoto, 2008). Esta é
uma informagao importante, pois a baixa solubilidade da glicina
em solugdes alcodlicas torna-se aplicavel a reagdo de aminacao.
A glicina que nao reagiu com o pigmento laranja pode ser recu-
perada e reutilizada para as proximas reacdes devido a baixa
solubilidade, comportamento visualizado durante o trabalho.

Definida a glicina como o composto que apresentou melhor
producéo de pigmentos vermelhos, foi realizada a determinacéo
da concentragdo minima de glicina necesséria para reagir com o
pigmento laranja em solugdo aquosa (glicina totalmente soltvel).
Os resultados da absorbancia inicial e final estdo apresentados
na Tabela 4.5. Ja na Figura 4.16, sdo apresentadas as curvas da
absorbancia em funcédo da concentracao de glicina.

Tabela 4.5: Absorbéancia inicial e final da solugao de pigmentos
sob diferentes quantidades de glicina adicionadas.

Instante de reacéo

Glicina™ (mg mL™) Inicial Final
UA470nm UA51Onm UA47Onm UA51Onm
0,00 1,084 0,679 1,026 0,653
0,16 1,069 0,667 0,581 0,723
0,32 1,089 0,678 0,528 0,745
0,48 1,083 0,682 0,514 0,759
0,64 1,075 0,684 0,508 0,768
0,80 1,080 0,676 0,502 0,769
0,96 1,079 0,679 0,502 0,771
1,12 1,082 0,683 0,499 0,768

*Inicial: 0 hora de reagao; Final: 30 horas de reacdo. ** Solubilidade em agua:
29,7 g por 100 g de agua a 0 °C.

Através da Tabela 4.5 verifica-se que ocorreram mudancgas
nas quantidades dos pigmentos laranja e vermelho. Todos os
experimentos, exceto o controle, apresentaram aumento na ab-
sorbancia a 510 nm e redugéo a 470 nm.

Através da Figura 4.16a verifica-se que a absorbancia a
510 nm aumentou gradativamente até a concentragdo de 0,64
mg mL™, permanecendo constante a partir deste valor, indicando
o valor minimo para que a coloragdo vermelha seja maxima. A
estes dados, foi aplicada a andlise de variancia para identificar se
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as concentragdes resultaram em efeito significativo ao nivel de
0,05 sobre a absorbancia a 510 nm (Tabela 4.6).
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Figura 4.16: Concentragao minima de glicina a pH 5,0. (a) absor-
bancia a 470 e 510nm (b) imagens das amostras (as etiquetas
indicam a massa de glicina em 25 mL).
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Tabela 4.6: Andlise de variancia para a concentragao de glicina.
Variacao S.Q. G. L. Q. M. F p
Média 13,3101 1 13,3101 1288081 <0,001
Glicina 0,0343 7 0,00491 475 <0,001
Erro 0,0001 16  0,00001

S.Q.: soma dos quadrados; G.L.: graus liberdade, Q.M.: quadrado médio.
Através da Tabela 4.6 pode-se verificar que a concentra-
¢ao de glicina apresentou efeito significativo ao nivel de 0,05
sobre a absorbancia a 510 nm, logo foi aplicado um teste t para

identificar as concentragdes que diferem entre si (Tabela 4.7).

Tabela 4.7: Teste t sobre a resposta absorbancia a 510nm.

Concentragdo (mg mL™) UAs10nm
0,00 0,6537
0,16 0,723°
0,32 0,745°
0,48 0,759°
0,64 0,768°
0,80 0,769°
0,96 0,771°
1,12 0,768°

a, b e ¢ identificam a existéncia de desigualdades ao nivel de 0,05.

Através da Tabela 4.7 verifica-se que a concentragao mi-
nima de glicina a ser adicionada é de 0,64 mg mL" para uma
solugao que apresente uma absorbancia inicial de 1,084 UA470nm,
que multiplicada pela concentragdo determinada na Figura 4.11
(1 UA470nm corresponde a 44 mg de pigmento por litro), equivale
a 47,70 mg de pigmento laranja por litro de solugao. Logo, pode-
se estimar uma possivel estequiometria da reagdo de aminagao
do pigmento laranja pela glicina. Para reagir com uma solu¢ao de
1 UA470nm S80 necessarias aproximadamente 0,59 mg de glicina
por mililitro de solu¢éo nestas condigdes estudadas.

A partir da Figura 2.5 (pg. 50), verifica-se que a diferenca
do pigmento laranja para o vermelho esta relacionada ao fato da
substituicdo de um oxigénio pela incorporagdo do grupamento
NH,. Sendo assim, os pigmentos laranja e vermelho produzidos
pela aminacdo do pigmento laranja foram submetidos & analise
de espectroscopia de infravermelho (FTIR — Fourier Transform
Infrared Spectroscopy). Os resultados encontram-se apresenta-
dos nas Figuras 4.17 e 4.18. As informag¢des que auxiliaram na
interpretagéo destas Figuras podem ser verificadas no Anexo A.



119

]

560 U

65,54 o S S ——
1500 1000 500 400,0

4000,0 3000 2000

Figura 4.17: Espectroscopia de in?favermelho (FTIR) do pigmento
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Figura 4.18: Espectroscopia de infravermelho (FTIR) do pigmento
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cina.
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Verifica-se nas Figuras 4.17 e 4 18 a formacgéo de estira-
mentos na faixa de 2923 a 2853 cm™ indicando a presenca de
um estiramento simétrico e anti-simétrico C—H de composto alifa-
tico, podendo estar reIaC|onado aos radicais CsH; ou CsH¢4. Na
regido de 1732 cm™ ocorre o aparecimento de um pico, corres-
pondente a presenga de um estiramento anti-simétrico de carbo-
nila (C=0) de anidrido, indicando a presenca do “esqueleto dos
pigmentos produzidos pelo Monascus”.

Barret e Elmore (2004) destacam que os grupamentos R-
NH2 na configuracao trans podem apresentar estiramento a 1550
cm™, o que pode ser verificado na Flgura 4.18 o aparecimento de
um estlramento de R-NH, a 1549 cm™, indicando a aminag&o do
pigmento laranja, transformando-o em pigmento vermelho. Estes
resultados estdo de acordo com os apresentados por Lian et al.
(2007) que identificaram, em suas andlises de espectroscopia de
infravermelho, a aminacdo do pigmento produzido pelo Monas—
cus a partir de um estiramento apresentado a 1569,89 cm™, indi-
cando aminagéo do pigmento. As informagbes utilizadas podem
ser verificadas no Anexo A (pg. 236).

Estes resultados sao indicativos da aminagéo do pigmento
laranja. Com certeza outras analises sé@o necessarias para a de-
terminacao da estrutura do pigmento laranja e vermelho produzi-
dos. A utilizagao de técnicas de espectroscopia de massa e res-
sonancia magnética nuclear de préton e carbono pode ser reali-
zada em trabalhos futuros para identificagdo da molécula produ-
zida.

4.2.2 Titulacao dos Aminoacidos

Para esclarecer o fendmeno da mudanca da coloragao
frente as variacées do pH, foram planejados experimentos de
titulacdo de solugdes de aminodacidos (glicina, tirosina, metionina,
monoglutamato de sédio, tirosina) contendo o pigmento laranja
em solugao, para servir como espécie de “indicador do ponto de
viragem”. Os resultados foram comparados ao controle (auséncia
de aminoacido), apresentado na Figura 4.19.

A cada volume de NaOH 0,1 M adicionado foram medidos
0 pH e a absorbancia a 510 nm. As curvas de titulagdo dos ami-
noacidos encontram-se apresentadas nas Figuras 4.20 a 4.24.
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Figura 4.19: Efeito do pH sobre a solugdo de pigmento laranja
produzido pelo Monascus ruber CCT 3802 na auséncia de ami-

noacido.
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Figura 4.20: Efeito do pH sobre a transformacéo do pigmento
laranja produzido pelo Monascus ruber CCT 3802 para vermelho

a partir da adi¢ao de glicina 0,1 M.
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Figura 4.21: Efeito do pH sobre a transformagéo do pigmento
laranja produzido pelo Monascus ruber CCT 3802 para vermelho
a partir da adicdo de monoglutamato 0,1 M.
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Figura 4.22: Efeito do pH sobre a transformacéo do pigmento
laranja produzido pelo Monascus ruber CCT 3802 para vermelho
a partir da adi¢ao de tirosina 0,025 M.
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Figura 4.23: Efeito do pH sobre a transformagéo do pigmento
laranja produzido pelo Monascus ruber CCT 3802 para vermelho

a partir da adicao de metionina 0,025 M.
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Figura 4.24: Efeito do pH sobre a transformacéao do pigmento

laranja produzido pelo Monascus ruber CCT 3802 para vermelho
a partir da adigéo de histidina 0,025 M.

Analisando a Figura 4.19, verifica-se que existe um aumen-

to da absorbancia a partir do pH 7, embora nao tenha ocorrido a

formacdo do pigmento vermelho, verificado através da andlise
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visual. Esta curva apresenta o ponto de inflexdo justamente a pH
7 (neutralidade), ponto onde a solu¢éo acida torna-se alcalina.

Analisando as Figuras 4.20; 4.21, 4.22, 4.23 e 4.24 perce-
be-se que existe uma regido, no inicio da titulagdo, onde o pH
aumenta gradativamente sem que ocorra variagdo consideravel
na absorbancia. A partir da adicdo de um dado volume de NaOH
ocorre um aumento consideravel no pH (tendéncia a atingir o
ponto isoelétrico - p/) onde se inicia a formacdo do pigmento
vermelho, caracterizado pelo aumento da absorbancia a 510 nm,
indicando que ocorreu o inicio da amina¢do. Na Figura 4.24 foi
verificada a formagcdo da coloragdo vermelha, embora a baixa
solubilidade da histidina na solugdo, resultou na presenca de
particulas suspensas, dificultando a quantificagdo da absorbancia
via espectrofotdmetro.

De acordo com os resultados apresentados no item 4.1
(pg- 100) e no decorrer deste topico, acreditava-se, em um pri-
meiro momento, que o pH baixo inibia a producdo de pigmento
vermelho. Na verdade, ocorre inibicao a formagao do pigmento,
devido a atuagao sobre os aminoacidos.

Analisando a curva teérica da titulacdo da glicina com a
equacao que rege o equilibrio das formas protonadas, doadora e
receptora de prétons (Figura 4.25) pode-se entender o fendmeno
da alteragao da coloragao frente as variagdes do pH.

NH, — CH, — COOH «21_sNH, - CH, — COO™ <21 s NH, — CH, - COO"

13
pk2=9,60

pH pI=5.97

pki=234

U 0.5 g 15 2
OH™ (equivalentes)

Figura 4.25: Curva teérica da titulagao de uma solucao de glicina

0,1 M a 25 °C. Os retangulos sombreados centrados ao redor de

pki = 2,34 e pk, = 9,60 indicam as regides de grande capacidade
tamponante (Lehninger et al., 1995).
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Na Figura 4.25 verificam-se duas regides de tamponamen-
tos representados pelo pk; e pk, e 0 ponto isoelétrico represen-
tado por pl. Através desta Figura e da equagédo 4.1 que apresen-
ta as espécies idnicas predominantes nos pontos criticos da titu-
lacdo, pode-se destacar alguns pontos importantes na reacéo de
aminagao do pigmento laranja.

NH, — CH, — COOH <2 sNH, — CH, — COO™ «#_sNH, —CH, —coo (4.1)

Sob pH muito baixo, a espécie idnica predominante da gli-
cina é NH3'-CH,—COOH, a sua forma totalmente protonada. No
ponto médio do primeiro estagio da titulacdo no qual o grupo
—COOH da glicina perde o seu proéton, estao presentes concen-
tracbes equimolares da forma doadora de protons
NH3*-CH,-COOH e da forma receptora de prétons
NH3;*—CH>—COO'". No ponto médio da titulagdo, o pH é igual ao
pka do grupo protonado que esta sendo titulado. Para a glicina, o
pH no ponto médio é 2,34, assim o seu grupo —COOH tem um
pka de 2,34.

A medida que a titulagdo prossegue, outro ponto importan-
te é atingido quando o pH assume o valor 5,97. Ali ha um ponto
de inflexao, no qual a remogao do primeiro préton da glicina esta
essencialmente completa e a remocao do segundo préton ape-
nas comecgou. Neste pH a glicina esta presente principalmente
como o ion dipolar NH3*—-CH,—COO'". O segundo estagio da titu-
lagdo corresponde a remogdo de um préton do grupo —NH3* da
glicina. O pH no ponto médio deste estagio € 9,60, igual ao pka
para o grupo —NH3". A titulacdo estd completa em um pH perto
de 12, neste ponto, a forma predominante da glicina é
NH.—CH>,—COOQO" (Lehninger et al., 1995).

Os valores dos pka e do pl/ variam entre os aminoacidos,
porém apresentam algumas caracteristicas em comum. No inicio
de cada curva observa-se que 0s grupos dos aminoacidos
carboxilico e amino estdo completamente protonados. Com a
titulagdo, o grupo carboxilico vai liberar prétons. Durante essa
liberagdo é evidenciado um ponto onde a concentracdo desse
doador de prétons é igual a concentracdo do ion dipolar desse
aminoacido, ponto de inflexao, correspondente a pH igual a pka
(medidor da tendéncia de ceder prétons) do grupo protonado que
nao esté sendo titulado (Lehninger et al., 1995).

O ponto onde se observa o fim da liberagao de prétons por
parte do carboxilo é o ponto isoelétrico pl. Esse ponto possui um
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pH caracteristico, onde se observa todo o aminoacido como ion
dipolar, ou seja, a carga total é igual a zero. Com a continuagéo
da titulagéo, o préton do grupo NH;" sera liberado.

A formacédo do pigmento vermelho a partir do pigmento la-
ranja foi verificada a partir do momento que a titulagcdo se apro-
xima ou atinge o ponto isoelétrico do aminoacido titulado, ponto
onde ocorre a inflexdo da curva de titulagédo, explicando o efeito
do pH sobre a produgao dos pigmentos pelo Monascus ruber.

Estes resultados esclarecem o fenémeno dos diferentes
pigmentos produzidos pelo cultivo do Monascus em meio sélido
(PDA) e submerso (item 4.1, pg. 100). Como os cultivos submer-
sos foram realizados com a glicina como fonte de nitrogénio sob
diferentes condi¢gées de pH, houve um efeito tamponante nos
cultivos realizados a pH abaixo de 4, impedindo a formagéao do
pigmento vermelho. J& para os cultivos realizados a pH 5,0 foi
verificada a produgéo do pigmento vermelho (Figuras 4.3 e 4.7).

Para corroboragdo dos resultados, verifica-se na Figura
4.26 que a biomassa do Monascus ruber, ap6s a produgao e
separagdo do pigmento laranja, apresentou a coloragdo vermelha
de dificil extragdo com agua, alcool etilico e alcool metilico. Este
fenbmeno pode ser explicado pela auséncia de grupamentos
NH. sob as condigdes acidas da fermentacao (pH 3,0), logo, o
pigmento laranja tende a ligar-se com proteinas intracelulares
contendo grupamentos NH,, tornando a biomassa vermelha,
enquanto que a biomassa do Monascus quando cultivada em
valores de pH > 5,5, apresenta a coloragcdo esbranquicada, le-
vemente rosa.

Figura 4.26: Biomassa de Monascus ruber CCT 3802, apés se-
paracao do pigmento laranja, cultivada em pH 3,0.
O efeito tamponante da glicina (pk;) indicada na Figura
4.25 faz com que o pH, de variavel, passe para constante duran-
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te o processo de produgdo do pigmento laranja, comportamento
verificado nos cultivos realizados no item 4.4 (pg. 138). O extra-
ordinario esta relacionado ao fato da glicina atuar como fonte de
nitrogénio nos cultivos realizados a pH baixo para a produgéo do
pigmento laranja e, a0 mesmo tempo, ser utilizada para a produ-
¢ao do pigmento vermelho, reforgando os resultados obtidos.

Os pigmentos laranja e vermelho produzido a partir da rea-
cao de aminagao com glicina foram submetidos a determinacao
de citrinina em cromatografia em camada delgada (item 3.6.4,
pg. 81). Ambos os pigmentos ndo apresentaram a presenga de
citrinina, indicando que a produgédo do pigmento laranja e/ou a
purificacao deste, possibilita a obtencdo de pigmentos na ausén-
cia desta toxina.
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4.3 Construcao, Calibracao e Determinacao do Comporta-
mento Reoldgico do Caldo de Fermentacao de Monascus
ruber Através do Sistema Vane

Esta etapa do trabalho consistiu na calibragao do redmetro
Rheotest 2.1 com éleo padréo, construgdo e calibracdo de um
sistema vane de 4 palhetas e aplicacdo deste sistema na deter-
minagdo do comportamento reolégico do caldo de fermentagao
de Monascus ruber CCT 3802 cultivado em biorreator Bioflo IIl.

4.3.1 Calibracao do Reémetro

A calibracao do redbmetro com éleo padréo (IPT 86) permi-
tiu a construgdo de um software de aquisicdo de dados e o a-
companhamento dos experimentos realizados no reémetro. O
6leo padrao, com viscosidade () e massa especifica (p) conhe-
cidas a uma dada temperatura, foi agitado nos diferentes siste-
mas de cilindros concéntricos (S/S;, S/Ss, S/S3, S/N) e nas dife-
rentes faixas de torque, a temperatura constante de 30 °C, para
obtencédo dos valores da percentagem de torque (@) em fungéo
da diferenga de potencial lida no multimetro acoplado. Estes re-
sultados encontram-se apresentados na Figura 4.27.

100 ~
80 -

60

a (% Torque)

20 7

@ =1,0482.ddp
R? = 0,9905

0 20 40 60 80 100
ddp (mV)
Figura 4.27: Obtencéao da percentagem de torque (@) em funcao
da diferenga de potencial.
Através da Figura 4.27 verifica-se que os valores de o em
funcdo da diferenga de potencial apresentaram boa linearidade
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(R?=0,9905), demonstrando a qualidade dos dados experimen-
tais coletados para toda a faixa de torque utilizada. Sendo assim,
a equacgao a=1,0482.ddp, apresentada na Figura 4.27, foi inseri-
da no software utilizado para acompanhamento das determina-
¢oes reologicas no Rheotest 2.1.

4.3.2 Construcao e Calibracao do Sistema Vane

A Figura 4.28 apresenta o reograma do éleo padrao IPT 86
realizado no sistema de cilindros concéntricos (S/S,) para deter-
minagao da viscosidade do 6leo padrao IPT 86.

400 -

300 -

100 ~

7=1,0317y
R® = 0,9997

0 50 100 150 200 250 300
r(s"
Figura 4.28: Reograma do 6leo padrao IPT 86 a 30 °C no siste-
ma S/Se.

Através da Figura 4.28 verifica-se 0 comportamento reolé-
gico do 6leo mineral IPT 86 a temperatura de 30 °C, apresentan-
do uma viscosidade de 1,031 Pa s (Eq. 2.12), 1,4% menor quan-
do comparada a viscosidade fornecida pelo fabricante de 1,047
Pas.

O ¢6leo IPT 86 com viscosidade e massa especifica conhe-
cida, foi agitado pelo sistema vane. A partir dos valores de torque
obtidos a diferentes freqliéncias de rotacao durante a agitacido do
fluido Newtoniano, foram calculados o numero de Reynolds (Re)
e 0 numero de poténcia (Np) correspondente, utilizando-se as
equacdes 3.17 e 3.18 (pg. 75). A regressao linear dos dados
experimentais de Np versus 1/Re resulta na determinacao da
constante de proporcionalidade ¢ (Eg. 3.16, pg. 75), vélido so-
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mente para a regiao de regime laminar de escoamento, conforme

apresentado na Figura 4.29.
30000

25000 |
20000 |
S 15000 -
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5000
Np = 2396.3 (1/Re)
R? =0.9997

0 2 4 6 8 10 12
1/Re

Figura 4.29: Np vs. 1/Re do 6leo IPT 86 a 30 °C no sistema vane
na regiao de escoamento laminar.

Verifica-se através da regressao linear de Np em fungéo de
1/Re (Eq. 3.16, pg. 75) que o valor da constante ¢ = 2396,3 é
representado pelo coeficiente angular desta regressdo, com um
valor de R? de 0,9997. Badino Jr. (1997) calibrando trés sistemas
alternativos aos de cilindros concéntricos para determinagao do
comportamento reoldgico de caldos de fermentacdo obteve valo-
res de ¢ variando de 267,59 a 566,18 com boa linearidade em
seus resultados (R?> 0,999).

Determinado o valor da constante c, foi preparada uma so-
lucdo de goma guar 1% (p/v) e submetida a determinagdo dos
parametros reoldgicos indice de consisténcia (k) e indice de
comportamento de escoamento (n) no sistema de cilindros con-
céntricos (S/S,), conforme apresentado na Figura 4.30.
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Figura 4.30: Reograma da solugao de goma guar 1% (p/v) no
sistema S/S, a 30 °C.

A partir dos resultados da tensao de cisalhamento (7) vs. o
gradiente de velocidade (7), os dados foram ajustados através da
Lei da Poténcia (Eq. 3.20, pg. 75), fornecendo as constantes
reolégicas indice de consisténcia (k) e o indice de comportamen-
to de escoamento (n) para o fluido ndo-Newtoniano, sendo: k =
12,727 Pa s" e n = 0,257. Obtidos os valores de k e n da solugéo
de goma guar, procedeu-se a agitacao desta solucao no sistema
vane, onde a cada freqiiéncia de rotagdo (N) mediram-se os tor-
ques (T) correspondentes. A partir das constantes ¢, ke n, e com
os valores do torque (7) e frequéncia de rotacdo (N) para o sis-
tema vane, podem-se calcular os valores de velocidade de cisa-
lhamento (7)) correspondentes, utilizando-se a equagao 3.22 (pg.
76).

A partir dos resultados experimentais de freqiiéncia de ro-
tacdo (N) e de velocidade de cisalhamento (3 foi obtida uma
regressao linear (Eq. 3.14, pg. 74), forcando a passagem pela
origem (y= 0 para N = 0), que possibilitou a determinacdo da
constante de calibragédo F;, representada pelo coeficiente angular
da regressao, conforme apresentado na Figura 4.31.
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Figura 4.31: Resultados de yvs. N da goma guar a 30 °C no sis-
tema vane.

Verifica-se, através da Figura 4.31 a boa linearidade (R >
0,999) entre ye N para o sistema vane. Através do coeficiente
angular da regressao linear, pode-se obter o valor da constante
F; de 328,89.

Conhecido o valor de F;, utilizando-se a equagao 3.23 (pg.
76), foi determinado o valor da segunda constante de calibragédo
(F2) que relaciona o torque (T) com a tenséo de cisalhamento (7),
para o sistema vane. As substituicées das constantes F; e F>nas
equacgdes 3.14 e 3.15 (pg. 74) fornecem as equagdes 4.2 € 4.3,
resultados da calibragao do sistema vane.

y =328,89.N (4.2)
7=18826,40.T (4.3)

Com as equagdes 4.2 e 4.3 que relacionam a proporciona-
lidade entre o gradiente de velocidade () em fungéo da freqién-
cia de rotacéo (N) e da tensdo de cisalhamento (z) em funcéo do
torque (T) podemos aplicar este sistema na obtencdo de reogra-
mas de fluidos, principalmente os que apresentam material parti-
culado em suspenséo. Este sistema foi utilizado para determinar
0 comportamento reolégico do caldo de fermentacdo do Monas-
cus ruber CCT 3802.

A seguir sdo apresentados os resultados referentes as de-
terminacdes do comportamento reol6égico de suspensdes com
diferentes concentracdes de biomassa de M. ruber CCT 3802.
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4.3.3 Determinacao do Comportamento Reolégico do Caldo
de Fermentagao

A Figura 4.32 apresenta as medidas dos didmetros dos
pellets, através de um gréafico de freqiiéncia acumulada, presen-
tes na biomassa utilizada na determinagao dos parametros reo-
l6gicos ke n

100 —
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Frequéncia Acumulada (%)
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N

<080 <090 <100 <110 <120 <130 <140 <150 <160 <1.70
Diametro do Pellet (10° m)

Figura 4.32: Freqiiéncia acumulada do didmetro dos pellets de
Monascus ruber CCT 3802.

Através da Figura 4.32 verifica-se que os didmetros estive-
ram compreendidos na faixa de 0,79 a 1,69 mm. Cerca de 60%
dos pellets estiveram na faixa de 1,4 a 1,7 mm.

A partir do sistema vane construido e calibrado, foi deter-
minado o comportamento reolégico do caldo de fermentagao do
M. ruber sob diferentes concentragdes celulares para determinar
0s parametros reolégicos indice de consisténcia (k) e indice de
comportamento de escoamento (n) na produgédo de pigmentos
por Monascus ruber, conforme descrito no item 3.4.3 (pg. 76).

Cada suspenséo foi colocada no sistema vane e as curvas
de 7 em fungcado de yforam obtidas, conforme apresentadas na
Figura 4.33. Os dados experimentais foram ajustados através da
equagao 3.24 (pg. 77), possibilitando a determinagdo dos para-
metros k e n para cada concentracéo celular.

Todos os reogramas mostrados na Figura 4.33 apresenta-
ram comportamento pseudoplastico (n < 1). Os valores do indice
de comportamento estiveram na faixa de 0,157 a 0,254 e do indi-
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ce de consisténcia estiverem compreendidos entre 0,375 e
11,002 Pa s". A partir dos valores de k e n, obtidos para as dife-
rentes concentracdes de biomassa, foi determinada a viscosida-
de aparente (ug) através da equagdo 3.20 (pg. 75), conforme
apresentado na Figura 4.34.
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Figura 4.33: Reogramas de diferentes concentracdes celulares
de M. ruber CCT 3802 determinados no sistema vane a 30 °C.
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Figura 4.34: Viscosidade aparente a 30 °C do caldo de fermenta-
¢ao de M. ruber CCT 3802.
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Em bioprocessos, uma pratica comum tem sido relacionar
0s parametros reoldgicos com a biomassa. Neste trabalho, os
valores de k foram ajustados em fungéo da concentracdo de bi-
omassa, utilizando a relagdo apresentada na Equagéo 3.25 (pg.
77). Os resultados do indice de consisténcia e do indice de com-
portamento de escoamento encontram-se apresentados na Figu-
ra 4.35.
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Figura 4.35: Parametros reol6gicos k e n em fungcéo da concen-

tracao de biomassa (X) de Monascus ruber CCT 3802.

Através da Figura 4.35 verifica-se a pseudoplasticidade (n
< 1) do caldo de fermentacdo para cada concentracao de bio-
massa. Os valores do indice de comportamento de escoamento
estiveram na faixa de 0,15 a 0,26. Verifica-se também o compor-
tamento do indice de consisténcia (k) em funcdo da concentra-
¢do de biomassa do Monascus ruber. Verifica-se o comporta-
mento na forma de poténcia cujo valor do indice de consisténcia
possui dependéncia da concentracido de biomassa.

Trabalhos realizados com outros microrganismos demons-
tram que o indice de consisténcia (k) possui comportamento se-

gundo a equagdo k=k,X". Neste trabalho, identificou-se a
mesma dependéncia com os valores da equagdo de

k=1.10"° X°%** Pa s". Estes resultados podem ser comparados
aos resultados obtidos por Allen e Robinson (1990) trabalhando
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com Aspergillus niger (K =4,3.10* X*?), Penicillium chrysoge-
num (K=36.10"° X?°) Streptomyces levoris (K =027.X°"),
aos obtidos por Schmidell et al. (1994) trabalhando com Aspergil-
lus awamori (K = 5,1.102e%%'%). Estes resultados demonstram a
variacao do indice de consisténcia em funcdo da concentracao
de biomassa. Podem-se verificar os diferentes valores de ky e da
dependéncia da concentragdo de biomassa. Os diferentes valo-
res podem ser explicados pelo comportamento morfologico pre-
dominante apresentado por cada tipo de microrganismo, dentre
eles, pellets, micélio disperso e até mesmo grumos de microrga-
nismos. A Figura 4.36 apresenta comparagdes entre alguns mo-
delos encontrados na literatura para diferentes tipos de micror-
ganismos.
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Figura 4.36: Comparagdes entre varios modelos do comporta-
mento do indice de consisténcia (k) em funcao da concentragao
de biomassa (X).

As diferencas entre as curvas apresentadas na Figura 4.36
estdo relacionadas ao tipo de microrganismo, a predominancia
morfolégica do crescimento e a excre¢do de substancias no meio
de cultivo. Outro fator que pode estar relacionado é a maneira da
conducao do processo fermentativo, através da agitagao, tempo
de cultivo e outros fatores como o pH que podem fornecer cargas
eletrostaticas “abrindo” o pellet do microrganismo.
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Porcel et al. (2005) avaliaram o efeito da morfologia de As-
pergillus terreus na reologia do meio de cultivo através de um
redmetro rotacional de cilindros concéntricos. O caldo de fermen-
tacdo apresentou comportamento pseudoplastico e verificaram
que o didmetro do pellet e o ratio (razdo entre a &rea superficial
com hifas e a area do pellet) apresentaram efeito significativo
sobre o indice de consisténcia e sobre o indice de comportamen-
to de escoamento.

Monroy et al. (2004) avaliaram as propriedades morfol6gi-
cas e reolégicas de culturas de Solanum chrysotrichum em fras-
cos agitados e em biorreator. Verificaram que o meio de cultivo
apresentou comportamento pseudoplastico. Para as culturas
realizadas em biorreator, o aumento da concentracdo de biomas-
sa de 50 para 75 g L™ aumentou o indice de consisténcia (k) em
3,9 vezes e o indice de comportamento passou de 0,67 para
0,54. J& para as culturas realizadas em frascos agitados, na
mesma faixa de concentracéo celular, foi obtido um aumento de
7,1 vezes no indice de consisténcia (k) e o indice de comporta-
mento passou de 0,77 para 0,85.

Goudar et al. (1999) estudaram a influéncia da concentra-
cao de biomassa na reologia de caldos de fermentagdo nao-
Newtonianos. Os resultados foram avaliados segundo a Lei da
Poténcia para trés concentragdes de biomassa de 5,07; 10,55 e
17,71 g L. No inicio do cultivo a viscosidade aparente foi de 1,1
mPa s na presenca de 0,1 g L™ de biomassa, correspondente a
quantidade de in6culo adicionada. O comportamento do caldo de
fermentacao foi caracterizado como pseudoplastico. Os autores
verificaram que a concentragao celular apresentou efeito sobre o
indice de consisténcia (k) e o indice de escoamento (n). O indice
de consisténcia varlou de 0,002 Pa s para a concentragdo de
biomassa de 0,1 g L™ até 6,14 Pa s" para a concentragdo de
biomassa de 17,71 g L™". O indice de comportamento diminuiu do
valor inicial de 1 até o valor final de 0,17.

Os resultados obtidos nesta etapa do trabalho destacam a
importancia da determinacédo da influéncia da concentragdo de
biomassa na viscosidade de meios de cultivo. A obtencdo do
comportamento do indice de consisténcia em fun¢ao da concen-
tracdo de biomassa contribui para um melhor controle dos bio-
processos, pois a transferéncia de oxigénio em cultivos de mi-
crorganismos é de extrema importancia quando se trata de um
processo em aerobiose.
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4.4 Efeito da Transferéncia de Oxigénio na Producao de
Pigmento Laranja por Monascus ruber CCT 3802

Neste topico estdo apresentados os resultados referentes
a transferéncia de oxigénio na produgdo de pigmentos laranja
pelo Monascus ruber CCT 3802. Sao apresentados os resultados
referentes a determinacao da constante de atraso de resposta do
eletrodo de oxigénio dissolvido, determinagdo da concentragao
de saturagao de oxigénio dissolvido no meio de cultivo e valores
de ki a e Qo durante o cultivo do microrganismo sob as frequén-
cias de agitacao de 300, 600 e 900 rpm. Apos determinagéao da
freqliéncia de agitagado para a producao do pigmento, foram rea-
lizados trés cultivos sob diferentes concentragdes de O, no meio
de cultivo.

4.4.1 Determinacao do Tempo de Resposta do Eletrodo (kp)

A determinagdo do tempo de resposta do eletrodo de oxi-
génio dissolvido (kp) com membrana nova e membrana utilizada
em cinco cultivos foi realizada para verificar a necessidade de
corre¢do da concentragdo de O, lida pelo eletrodo. As Figuras
4.37 e 4.38 apresentam os valores de kp, obtidos a partir da utili-
zacao da equacdo 3.28 (pg. 83), onde o coeficiente angular da
regressao representa o valor de kp. A concentracdo de oxigénio
dissolvido foi tomada a cada segundo e os trés valores de kp (kp;,
kpo € Kp3) indicam repeticbes para a mesma condigao.
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-kp1 =39348Nh" 6.
okp2 =401,40 h"
akp3 = 41544 "

-5
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Figura 4.37: Determinacao de kp a 30 °C com a membrana nova.
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Figura 4.38: Determinacao de kp a 30 °C com a membrana utili-
zada em cinco cultivos.

Verificam-se, através das Figuras 4.37 e 4.38, os diferen-
tes valores obtidos para a constante de atraso de resposta do
eletrodo de oxigénio dissolvido. A constante de atraso do eletro-
do com a membrana utilizada em cinco cultivos variou de 225,0 a
2491 h'. Ja para a membrana nova, houve variagdo de 393,5 a
415,5 h™'. Isto demonstra a importancia da substituicdo da mem-
brana do eletrodo de medida da concentragdo de oxigénio dis-
solvido. Uma membrana utilizada varias vezes pode apresentar
sujidades, aumentando a resisténcia ao fluxo do oxigénio e, con-
sequentemente, comprometendo os resultados experimentais.

Segundo Schmidell (2001) n&o é necessario realizar a cor-
recdo da concentragdo de oxigénio informada pelo eletrodo pela
consideragdo de ke para valores de k.a inferiores a 200 h™.
Mesmo assim, para demonstragdo dos valores corrigidos pela
equacao 3.29 (pg. 84), foi montada a Figura 4.39 que apresenta
a variacdo (em percentagem) do k a pela consideracdo de kp,
determinados nas Figuras 4.37 e 4.38. Os valores do k;a foram
obtidos no meio de cultivo durante a caracterizagdo hidrodinami-
ca do biorreator com vazbes especificas de aeracdo de 0,25;
0,50; 0,75 e 1 vwvm sob as freqiiéncias de agitagdo de 250, 500,
750 e 1000 rpm, apresentados na Figura 4.41 (pg. 142).
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Figura 4.39: Corregao do k. a pela consideragao de kp.

Através da Figura 4.39, verifica-se que existe uma peque-
na variagao entre os valores de k;a corrigidos pelo kp. Os valores
do k;a corrigidos pelo kp da membrana nova, apresentaram vari-
acOes menores que 1% aos valores originais, enquanto que os
corrigidos pelo kp da membrana utilizada em cinco cultivos apre-
sentaram variagdo maxima de 4,2%. Estes resultados demons-
traram que ndo ha necessidade da corregdo da concentragao de
oxigénio informada pelo eletrodo, estando de acordo com o apre-
sentado por Schmidell (2001).

4.4.2 Determinacao da Solubilidade do Oxigénio no Meio de
Cultivo

A solubilidade do oxigénio no meio de cultivo a 30 °C, a-
presentada na Figura 4.40 e na Tabela 4.8, foi realizada para
corrigir o valor da concentragao de saturacao utilizado nos célcu-
los da velocidade especifica de respiragéo.
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Figura 4.40: Evolucao da percentagem de saturagéo em fungéo
da concentracao de oxigénio a 30 °C.
Tabela 4.8: Solubilidade de oxigénio na dgua destilada e no meio
de cultivo na auséncia do microrganismo e no caldo filtrado co-
lhido durante o cultivo do M. ruber.

Agua Meio de Cultivo
Respostas* . =

P Destlada 0h~ 24h 48h 72h
Cs (MgO, L) 7677 6,772 6393 7,580 7,743

H (mgO, L™ atm™)

36,559 32,249 30,442 36,096 36,873

R? 0,993 0,996 0,999 0,986 0,992

Variagdo (%) 11,8 -16,7 -1,27 +0,86
*Respostas obtidas a 30 °C.** Determinagao realizada na auséncia do microrga-
nismo; *** Variagao em relagéo a agua destilada (pO; = 0,21 atm).

Percebe-se a diferenca entre a concentragdo de saturacao
de oxigénio dissolvido na agua destilada e no meio de cultivo
(Figura 4.40). Através da Lei de Henry (Eq. 3.30, pg. 85) foi pos-
sivel determinar os valores da constante de Henry (H) em cada
ensaio realizado.

A solubilidade do oxigénio (Cs) no meio de cultivo antes da
inoculagdo do microrganismo foi de 6,772 mgQO., L aproxima-
damente 12% menor quando comparada a agua destilada (7,677
mgO., L™). J&4 no meio de cultivo apds 48 e 72 horas, a solubili-
dade do oxigénio foi idéntica a da agua, podendo ser explicada
pelo consumo de nutrientes do meio de cultivo pelo microrganis-
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mo. Desta maneira, verifica-se que os produtos ndo afetam com
a mesma magnitude a solubilidade de oxigénio quando compa-
rado aos nutrientes iniciais presentes no meio de cultivo.

Schmidell (2001) relata que na maioria dos casos, a nao
correcdo da concentracdo de oxigénio dissolvido pode resultar
em erros de 10 a 15%. Rossi (2006) trabalhando com a producéo
de fungos ectomicorrizicos demonstrou a variagdo de 8% na
concentragdo de saturacao entre a agua destilada e o meio de
cultivo. Henzler e Kauling (1993) verificaram, em meio sintético,
reducao de 9% da solubilidade do oxigénio quando comparada a
agua destilada.

Estes resultados demonstraram a importancia da determi-
nagao da solubilidade de oxigénio em meios de cultivo quando o
objetivo é trabalhar com a transferéncia e o consumo de oxigénio
e enriquecem a bibliografia, pois nao tem sido comum esta de-
terminacéo na literatura consultada.

4.4.3 Determinacao do k;a sob Aeracao em Profundidade e
Aeracao Superficial

A Figura 4.41 apresenta os valores do k a no meio de culti-
vo, na auséncia do microrganismo, sob diferentes valores de
freqliéncia de agitagao e vazao especifica de aeragdo com intuito
de caracterizar a hidrodinamica do biorreator Bioflo Ill.

100 1 & 250 rpm X
© 500 rpm
A 750 rpm
80 4 x 1000 rpm

> X
>e

60

kaa (h)

40 1 x

20 - P

0 T T T .
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00
Vazao especifica de aeracao (VVM)

Figura 4.41: Comportamento do k;a sob diferentes freqiiéncias
de agitacdo e vazao especifica de aeracao.
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Através da Figura 4.41 verifica-se a dependéncia do k.a
com a vazao especifica de aeragéo e a freqiiéncia de agitacao.
Como esperado, maiores frequéncias de agitagao e vazao espe-
cifica de aeragao proporcionaram maiores valores de k;a. Atra-
vés dos resultados experimentais verifica-se a importéncia das
duas variaveis de acordo com a geometria e as configuragdes do
biorreator. Estes resultados s&o importantes para termos os valo-
res maximos e minimos de k a para cada ensaio realizado, de-
monstrando a dependéncia de cada variavel no comportamento
do k.a.

A Tabela 4.9 apresenta os resultados do coeficiente volu-
métrico de transferéncia de oxigénio sob diferentes freqliéncias
de agitagdo e vazao de aeragao superficial. Esta aeragao foi rea-
lizada no espaco de cabecga (head space), cerca de 100 mm a-
cima da superficie do liquido. Através destes valores, pode-se
verificar a interferéncia da transferéncia de oxigénio durante a
determinagao da velocidade especifica de respiracao (Qoz).

Tabela 4.9: Valores do k; a sob diferentes freqiiéncias de agita-
¢ao e vazdes de aeracao superficial.

Ka(h)
o 1 NL 2 NL 3 NL 4 NL
Agitagao (rpm) min™’ min”’ min”’
250 1,08 1,08 1,08 1,08
500 2,16 2,16 1,80 2,88
750 1,44 2,60 5,04 7,56
1000 1,44 2,16 1,44 2,88

NL: normal litro (0°C e presséao absoluta de 1 atm).

Pode-se verificar através da Tabela 4.9 que os valores de
k.a foram relativamente baixos e semelhantes. Através destes
resultados pode-se determinar uma agitacdo minima de 250 a
300 rpm para determinagédo de Qpz, sem que haja transferéncia
de oxigénio consideravel do topo do biorreator para o liquido.
Sendo assim, nas determinagbes de Qo a freqiiéncia de agita-
cao foi mantida abaixo de 250 rpm, garantindo a homogeneidade
e evitando a transferéncia de O..

4.4.4 Cultivos Realizados sob Diferentes Freqliéncias de Agi-
tacao

Determinados e suprimidos alguns problemas relativos a
transferéncia de oxigénio (kp, Cs, freqliéncia de agitacdo para
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minima transferéncia superficial de O,) procedeu-se a realizagao
dos cultivos sob as freqiiéncias de agitacdo de 300, 600 e 900
rpm com uma vazéao especifica de 0,6 vvm para verificar, através
de respostas quantitativas (cinéticas de crescimento) e qualitati-
vas (acompanhamento morfoldgico), o comportamento do Mo-
nascus ruber nas diferentes condigbes de cultivo impostas.

As Figuras 4.42, 4.44 e 4.46 apresentam os resultados da
evolugédo da concentracdo de biomassa e pigmentos laranja e o
consumo de glicose. Ja nas Figuras 4.43, 4.45 e 4.47 verifica-se
o comportamento da velocidade especifica de crescimento (ux) e
da velocidade especifica de consumo de oxigénio (Qo2) e a Figu-
ra 4.48 apresenta os valores do k;a durante os cultivos realiza-
dos sob as freqliéncias de agitacdo de 300, 600 e 900 rpm. Os
valores do k;a e Qo foram determinados de acordo com a Figura
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Figura 4.42: Cultivo de Monascus ruber CCT 3802 a 30 °C sob a
freqUéncia de agitacao de 300 rpm.
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Figura 4.44: Cultivo de Monascus ruber CCT 3802 a 30 °C sob a

freqUéncia de agitacao de 600 rpm.
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Figura 4.46: Cultivo de Monascus ruber CCT 3802 a 30 °C sob a
freqUéncia de agitacao de 900 rpm.
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Figura 4.47: Velocidades especificas de crescimento e velocida-
des especificas de respiragao do Monascus ruber CCT 3802 a 30
°C sob a freqiiéncia de agitagao de 900 rpm.

Analisando as Figuras 4.42 e 4.43, verifica-se que a bio-
massa apresentou fase lag de aproxmadamente 10 horas, atin-
gindo concentragdo maxima de 4,5 g L™ no tempo de 63 horas,
com a produgdo maxima de pigmentos de 3,5 UA47onm- A bio-
massa apresentou velocidade espeC|f|ca maxima de crescimento
de 0,05h'ea veIomdade de respiracao atingiu valor maximo de
12 mg0, gx' h™", coincidindo com a etapa em que foi obtida fzmsy.
O fator de conversao global de substrato em células (Yys) foi de
0,37 gx gs .

Ja no cultivo realizado a 600 rpm (Figuras 4.44 e 4.45)
percebe-se que a concentracao de biomassa foi de aproximada-
mente 1,8 g L™ ao final do cultivo. A producdo de pigmento foi
baixa (0,170 UA470nm) quando comparado ao cultivo anterior. A
velocidade especifica maxima de crescimento foi de 0,04 h”" e a
velocidade especifica de respiragdo maxima foi de 28,7 mgO, gx
" h”, coincidindo com a fase exponencial. Nesta condi¢do de
cultivo o microrganismo apresentou fator de conversao de subs-
trato em biomassa de aproximadamente 0,20 gx gs .

Ao examinar as Figuras 4.46 e 4.47, nota-se que menores
quantidades de biomassa e pigmentos foram produzidas quando
comparado aos demais cultivos. Neste cultivo, foi verificada pro-
ducédo intensa de espuma, indicando danos ao microrganismo.
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Foi atingida a concentragdo celular maxima de 1,70 g L, en-
quanto que a producao de pigmentos (0,150 UA470nm) € 0 fator de
conversao (0,29 gx gs ') apresentaram comportamentos similares
ao cultivo realizado a 600 rpm. A biomassa apresentou velocida-
de especifica de crescimento de 0,036 h™' e velocidade especifi-
ca de respiragdo maxima de 22,9 mgO, g" h™', consumindo duas
vezes mais oxigénio quando comparado ao cultivo realizado a
300 rpm.
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Figura 4.48: Resultados do k_a obtidos durante os cultivos de
Monascus ruber CCT 3802 a 30 °C sob as diferentes freqiiéncias
de agitacao.

O cultivo realizado sob a freqiiéncia de agitacdo de 300
rpm apresentou valores de k.a variando de 7,3 a 46 h”', enquanto
que os cultivos realizados a 600 e 900 rpm, apresentaram varia-
cdode 130a 160 h" e 120 a 169 h™', respectivamente.

Estes valores sdo de extrema importancia, pois quando
comparados aos valores apresentados na Figura 4.41, verifica-se
que os valores obtidos durante o cultivo sdo cerca de 60% supe-
riores quando determinados na presenca do microrganismo.

Este fendmeno pode ter duas explicacdes. O aumento do
k.a pode estar relacionado ao aumento da turbuléncia do meio
de cultivo pela presenca dos pellets em suspensédo. O contato
dos pellets com os impelidores promove o fornecimento de ener-
gia que sera dissipada pelo deslocamento através do liquido. O
caminho percorrido pelo pellet, promove maior agitacdo do meio
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de cultivo, atuando a favor do fornecimento de oxigénio. Outra
explicacdo pode estar relacionada ao tamanho do pellet. A medi-
da que o didametro do pellet aumenta, ocorre 0 aumento da ab-
sorcao do meio de cultivo no pellet resultando em menor volume
de meio liquido para dissolugcado do O,, aumentando a transferén-
cia. As Figuras 4.49, 4.50 e 4.51 apresentam as imagens dos
pellets, ampliados 40 vezes, em diferentes tempos de cultivo sob
as freqliéncias de agitagao de 300, 600 e 900 rpm.

AN 35h y : 42h i 49h o 63h

Figura 4.49: Imagens dos pellets de Monascus rubr CCT 3802
sob a freqliéncia de agitagdo de 300 rpm.

- B

Figura 4.50: Imagens dos pellets de Monascus ruber CCT 3802
sob a freqUiéncia de agitacdo de 600 rpm.
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1 m ; » 49h | 63h
Figura 4.51: Imagens dos pellets de Monascus ruber CCT 3802
sob a freqUiéncia de agitacdo de 900 rpm.

Pode-se verificar que a morfologia do microrganismo apre-
sentou diferengas em relagao as diferentes freqiéncias de agita-
¢ao. A biomassa cultivada a 300 rpm apresentou em sua maioria
a formacéao de pellets mais densos e com maiores diametros que
os formados nos cultivos a 600 e 900 rpm. Confrontando estes
resultados aos obtidos nas cinéticas de produgédo de pigmentos
(Figuras 4.42 a 4.48) verifica-se que a predominancia morfoldgi-
ca na forma de pellet favoreceu a producao de pigmentos.

A maior velocidade especifica de respiragdo verificada a
600 rpm, quando comparado aos cultivos realizados a 300 e 900
rpom, pode ser explicada pela morfologia do fungo filamentoso
apresentar-se com grande formagéao de filamentos (Figura 4.50).

Kim et al. (2002) realizaram o aumento de escala na pro-
ducdo de pigmentos vermelhos. Estudos foram realizados sob
diferentes freqUéncias de agitagdo (200, 350, 500, 600 e 700
rpm) verificando qual o comportamento e danos na estrutura do
micélio. As freqiéncias de agitacdo de 600 e 700 rpm provoca-
ram danos a estrutura e ao crescimento celular com aumento na
quantidade de proteinas excretadas, indicando grande ruptura
micelial. Menores velocidades de agitagdo (200, 300 e 500 rpm)
demonstraram n&o danificar a estrutura morfol6gica do microrga-
nismo. Maiores quantidades de pigmentos foram produzidas utili-
zando a agitacéo de 500 rpm.

A partir destes resultados, foi adotada a freqliéncia de agi-
tagdo de 300 rpm na produgdo de pigmentos e a concentragdo
inicial de glicose foi reduzida de 20 para 10 g L para facilitar as
determinacdes das respostas e reduzir a quantidade de biomas-
sa produzida e a aderéncia nas superficies do biorreator.
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4.4.5 Determinacao de mpe Yo

Com o objetivo da verificagdo da produgao de pigmento
associada ao crescimento celular, foi realizado um cultivo con-
tendo a concentragao inicial de glicose de aproximadamente 10 g
L™ e realizou-se um estudo cinético da producéo de pigmentos. A
redugdo da concentracdo inicial de glicose de 20 para 10 g L™ foi
uma alternativa frente a producdo intensa de células, com con-
seqlente aderéncia da mesma na superficie e nos sensores e
acessorios do biorreator.

Os resultados da evolugcao da biomassa, pigmentos e o
consumo de glicose pelo Monascus ruber CCT 3802 estao apre-
sentados na Figura 4.52. Na Figura 4.53 s&o apresentadas as
curvas das velocidades especificas de producdo de biomassa e
de pigmentos.
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Figura 4.52: Evolucao da concentracdo de biomassa, glicose e
pigmentos ao longo do cultivo do M. ruber a 30 °C sob agitacao
de 300 rpm e pH 3,0.

Verifica-se na Figura 4.52 que 0 microrganismo consumiu
toda a glicose, atingindo a concentragéo celular maxima de 6,3 g
L' e 0,596 UA470,m. O fator de conversdo de substrato em bio-
massa foi de 0,49 gx gs ', consideravelmente maior quando com-
parado aos cultivos realizados a 600 e 900 rpm.
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Figura 4.53: Velocidades especificas de produgao de biomassa e

pigmentos em funcao do tempo de cultivo.

Analisando a Figura 4.53, verifica-se que existe semelhan-
¢a entre as curvas, identificando comportamento de produgéo de
pigmentos parcialmente associada ao crescimento celular. A
curva da velocidade especifica de producao de pigmentos tende
a se aproximar da produgédo associada ao crescimento celular.
Através da equagdo 3.41 (pg. 90) foi construida a Figura 4.54
que apresenta a velocidade especifica de produgéao de pigmento
(«p) em fungao da velocidade especifica de crescimento ().
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Figura 4.54: up vs. ux da producéo de pigmento laranja pelo Mo-

nascus ruber CCT 3802.
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Através da Figura 4.54 verifica-se a dependéncia de up em
funcdo de ux. A primeira parcela (a.ux) representa a produgao de
pigmentos associada ao crescimento celular e a segunda parcela
(6) é independente ao crescimento celular (Luedeking e Piret,
1959 apud Hiss, 2001). Através das diferencas entre as constan-
tes @ e pverifica-se que a producéo de pigmentos estd associada
ao crescimento celular, classificando-se nos processos fermenta-
tivos como parcialmente associada ao crescimento celular, indi-
cado pelo valor de R°=0,7021.

A Figura 4.55 apresenta a determinacdo do coeficiente de
manutencao (mp) e o fator de conversao de oxigénio em biomas-
sa (Yo).
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Figura 4.55: Determinag&o de mp e Yo para Monascus ruber
CCT 3802.

Através da Figura 4.55 e da equacgao 3.42 (pg. 90) foi pos-
sivel determinar mp e Yo que aPresentaram os valores de 18,603
mgO, gx'1 h' e 3,133 ox 902", respectivamente. Estes valores
foram utilizados nos cultivos sob diferentes concentragdes de O,
para estimar a producdo de biomassa utilizando os dados do
balango de oxigénio.

A Figura 4.56 apresenta as curvas da concentracao de O,
vs. Tempo, apds a interrupcao da aeracdo, em 3 momentos do
cultivo, realizada para determinar a concentracdo critica de oxi-
génio (Ccrir) do fungo Monascus ruber CCT 3802, elaboradas de
acordo com a Figura 3.11 (pg. 84).
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Figura 4.56: Determinacao de Ccrrde O2 no cultivo do Monas-
cus ruber CCT 3802.

4.4.6 Cultivos sob Diferentes Concentracoes de O,

Apoés determinagao de Ccrir, foram realizados trés cultivos
sob diferentes concentracdes de O,, através do controle manual
da vazao de aeracgao e frequiéncia de agitagao. O primeiro cultivo
foi realizado com O, acima de 3,386 mgO, L™ (50% da satura-
cao) (Figura 4.57), o segundo sob condicdo de oxigénio dissolvi-
do na faixa de 2,032 a 2,370 mgO, L™ (30 a 35% da saturagao)
(Figura 4.58) e o terceiro sob condicdes de limitagdo em O,. Nes-
te cultivo a concentragcdo de O, foi mantida abaixo de 1,083
mgO, L' (16% da saturacdo) (Figura 4.59), estando abaixo da
concentragdo critica de 1,286 mgO., L™ (19%), determinada na
Figura 4.56.
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Figura 4.57: Cultivo do Monascus ruber CCT 3802 a 30 °C sob
concentracao de O, acima de 3,386 mgO, L.

Biomassa (g L™); Glicose (g L)
Pigmento (UAs7onm)

Tempo (h)

o Biomassa —= Glicose 4 Pigmento

Figura 4.58: Cultivo do Monascus ruber CCT 3802 a 30°C sob
concentragéo de O, na faixa de 2,032 a 2,370 mgO. L.
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Figura 4.59: Cultivo do Monascus ruber CCT 3802 a 30 °C sob
O, abaixo de 1,083 mgO, L.

Verifica-se pela analise da Figura 4.57 que a produgao de
pigmentos apresentou aumento gradativo, acompanhando a pro-
ducdo de biomassa. A maxima concentracdo de biomassa (6,30
g L") e pigmentos (0,330 UA47onm) foi atingida no tempo de 29
horas de cultivo. As imagens do cultivo realizado sob concentra-
cao de O, superior a 50% podem ser verificadas na Figura 4.60.
Ja o cultivo realizado na faixa de 30 a 35% de O, (Figura 4.58)
apresentou comportamento similar com a maxima concentragao
celular de 5,30 g L, embora a producdo de pigmentos tenha
sido a metade (0,170 UA470nm). Apesar desta reducéo, os dados
diferenciaram-se principalmente na producdo de pigmentos
quando comparado ao experimento sob limitagdo de O, (Figura
4.59).

Neste experimento verificou-se a producédo de biomassa de
8 g L, embora a producédo de pigmento nao tenha sido verifica-
da. O caldo de fermentacdo apresentou coloragdo esbranquica-
da, diferentemente das fermentacdes anteriores onde o caldo
apresentava-se com a coloragdo laranja, caracteristica do pig-
mento. Os dados da absorbancia a 470 nm apresentada na Figu-
ra 4.59 sdo referentes a turbidez do meio e nao a producgao de
pigmentos laranja.

Este fenbmeno pode ser visualizado na Figura 4.61 que
apresenta a diferenga entre a coloragao do Monascus ruber CCT
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3802, apos sete dias de cultivo em garrafas de Roux. Na garrafa
com oxigenacgao (Figura 4.61a) foi verificada a producao de pig-
mentos, enquanto que a garrafa com filme de PVC para impedir
a entrada de oxigénio (Figura 4.61b), houve somente o cresci-
mento esbranquicado do micélio. Estes resultados estdo de a-
cordo aos apresentados por Lee et al. (1995), os quais verifica-
ram que baixas concentragoes de oxigénio ou altas de CO; ini-
bem a formacdo do pigmento tanto em cultivos em meio sélido
quanto em cultivos submersos.

AR 2

S ———
S

Figura 4.60: Pigmento laranja prodzido plscus ruber
CCT 3802 sob concentracao de O, acima de 50% da saturagao.
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(b)

Figura 4.61: Monascus ruber em PDA apés sete dias de cultivo
(a) garrafa de Roux fechada com tampéo de algodao e (b) garra-
fa de Roux fechada com tampao de algodao e filme de PVC.

Com certeza, a maioria dos resultados da produgcao de
pigmentos, expressos em unidades de absorbancias a 470nm
(UA470nm), foram subestimados. Isto pode ser explicado pelo pig-
mento laranja apresentar-se como particulas sélidas e, no decor-
rer da aeragao/agitagdo, os cristais foram arrastados pelas bo-
lhas e pela espuma para a superficie do biorreator. Outro ponto
importante esta relacionado a quantificagdo do pigmento, pois
quando é feita a coleta da amostra, existe uma parcela de pig-
mento soluvel no meio de cultivo e uma parcela insoltvel, além
da biomassa.

Tendo em vista a dificuldade de determinar a concentragéao
de pigmentos laranja no decorrer do cultivo, foi feita uma estima-
tiva grosseira, ao final do cultivo, da quantidade de pigmentos
laranja produzida. Para isto, o material aderido na superficie do
biorreator foi raspado e homogeneizado, sendo coletada uma
amostra de 200 mL do caldo de fermentacéo. Apds filtragdo em
papel filtro quantitativo (para coleta da biomassa e do pigmento)
foi feita a remocao do pigmento pela lavagem com élcool etilico.
Através da relagdo apresentada na Figura 4.11 (pg. 110), onde
44 mg L' de pigmento correspondem a 1 UAs7onm, €stimou-se a
concentragéo de 1,2 g de pigmento por litro de meio de cultivo.

Estes resultados podem ser comparados aos obtidos por
Pastrana et al. (1995). Trabalhando com a produgéo de pigmen-
tos vermelhos, destacaram que espécies de Monascus sao inca-
pazes de crescer em anaerobiose, mas podem crescer em con-
digbes de limitagdo de oxigénio. Nestas condi¢bes, ocorre o au-
mento da producao de etanol e CO, e redugao na produgéo de
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pigmentos. Em condi¢des de maiores niveis de aeragao, verifica-
ram o aumento na producdo de pigmentos e redugédo na produ-
céo de etanol.

Chen e Johns (1994) verificaram que sob concentragdes
de glicose superiores a 50 g L™ ocorre o efeito similar ao Crab-
tree, que pode ser entendido como a inibicdo do consumo de
oxigénio pela adigao de glicose, resultando no desvio do metabo-
lismo predominantemente oxidativo para o metabolismo fermen-
tativo, mesmo em condigdes de boa aeragao.

4.4.7 Determinacao de Citrinina

Através da curva padrao de citrinina (Figura 4.62) foram
realizadas estimativas da concentracdo de citrinina no extrato
final do cultivo, por comparagéo visual, em cdmara escura sob
incidéncia de luz UV 256 nm.

Figura 4.62: Curva padréao de citrinina (0; 0,9; 1,8; 3,6; 9; 18 e 36
mg L) visualizada sob a incidéncia de luz ultravioleta 256 nm.

Pela analise comparativa, foi verificado que o cultivo reali-
zado com concentracdo de oxigénio na faixa de 30 a 35% da
saturacdo apresentou a maior producdo de citrinina (entre 0,9 e
1,8 mg L. J4 o cultivo realizado com concentragdo de oxigénio
superior a 50% de saturagao, a citrinina nao foi detectada. Estes
resultados sdo indicativos da presenca de citrinina e nao conclu-
sivos. Para determinagdo da concentracao real, estas amostras
devem ser submetidas a analises de HPLC, pois vale lembrar
que este método (cromatografia em camada delgada), ndo é
adequado para quantificar, mas para identificar a presencga ou
auséncia de citrinina.

Nos cultivos realizados em biorreator verificou-se a pre-
senca de citrinina, enquanto que os nos pigmentos laranja e
vermelho produzido a partir do pigmento laranja, a presenga de
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citrinina ndo foi verificada (item 4.2, pg. 109). Isto indica que o
processo de produgdo e purificagdo do pigmento laranja possibili-
tou a retirada de toxina. Sendo assim, foi elaborado um fluxo-
grama, apresentado na Figura 4.63, contendo as principais eta-
pas realizadas na separagdo e purificagdo do pigmento laranja
do meio de cultivo.

Este fluxograma mostra a possibilidade de obteng&o do
pigmento com alto grau de pureza. Uma vez obtido o pigmento
laranja, pode-se obter o pigmento vermelho pelo processo de
aminagao. Percebe-se que a maioria das etapas é simples, em-
bora algumas possam ser essenciais. A concentracdo de pig-
mento laranja no meio de cultivo é a principal variavel que pode
inviabilizar os processos de downstream, como em qualquer bio-
processo. Outra etapa, considerada como “gargalo” é a filtragao
em papel filtro quantitativo que demanda certo tempo para que o
pigmento seja separado, mas de modo geral, € uma primeira
aproximagao do processo de separacao e purificagdo do pigmen-
to laranja, até entdo nao encontrado na literatura.

Isto indica a necessidade de novas pesquisas sobre a se-
paragédo e purificagdo destes compostos. A utilizagdo de mem-
branas poderia auxiliar a separagao do pigmento. Outro ponto a
ser abordado é a possibilidade de producéo de pigmento laranja
a partir do cultivo do Monascus ruber CCT 3802 imobilizado.

Moritz (2005) trabalhou com farelo de arroz e obteve con-
centracdes de citrinina de 8,3 e 7,9 mg L', que comparados aos
resultados apresentados por Blanc et al. (1995) de 54 mg L", sdo
considerados baixos. Destaca ainda, que a utilizagdo de glicose
e farelo de arroz em cultivos submersos pode ser uma alternativa
para a produgéo de pigmentos, reduzindo a quantidade de citrini-
na produzida.
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Producéao do pigmento laranja no cultivo do M. ruber

Separacao da biomassa pela filtracao em gaze de algodao

Biomassa
Filtrado
Decantacao em proveta de 1000 mL
Lavagem
Coleta do sedimentado
com Etanol

Lavagem com agua destilada

Filtracao em papel filtro quantitativo

Solubilizacéo pela lavagem com alcool etilico
|

Armazenagem a -20 °C/3 horas
Adicao de 2 partes de agua destilada

Armazenagem a -20 2C/3 horas
Filtracao em papel filtro quantitativo

Obtencao do pigmento laranja na auséncia de citrinina

Figura 4.63: Fluxograma sugerido para separagéo e purificagcao
do pigmento laranja produzido pelo M. ruber em cultivo submer-
SO.

4.4.8 Estimativa da Concentracao de Biomassa pela Utiliza-
caode mpe Yo

A partir dos resultados do coeficiente de manutengéo (mp)
e do fator de conversao de oxigénio em biomassa (Yy), determi-
nados na Figura 4.55, foram realizadas estimativas, conforme
apresentadas na Figura 4.64, da concentracdo de biomassa dos
cultivos sob diferentes concentracées de oxigénio dissolvido a-
través da equacéo 3.45 (pg. 91).
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Figura 4.64: Estimativa da concentragao de biomassa de M. ru-
ber CCT 3802 cultivada em diferentes concentragbes de O, pela
utilizagado dos parametros mp e Yo.

Verifica-se, através da Figura 4.64, o bom ajuste da equa-
cao 3.45, utilizando os parametros estimados mp € Yo, aos da-
dos experimentais. Uma simulagdo, com aumento de mp e Yo na
equacao, reduz a estimativa da concentracdo de biomassa, o
que pode ser verificado no cultivo com concentragdo superior a
50% de oxigénio dissolvido. Este fenbmeno pode ser comparado
aos resultados obtidos por Fachini (1988) apud Schmidell (2001)
o qual verificou que maiores valores de mp foram observados em
condi¢des intensas de transferéncia de O,. O mesmo fenémeno
foi verificado neste trabalho.

Hajjaj et al. (1999a) avaliaram a producdo de pigmentos
vermelhos por Monascus ruber sob diferentes freqiéncias de
agitagdo (100, 250 e 400) e vazdo de aeracédo (0,04; 0,4 e 2
vvm). Maiores quantidades de pigmentos foram produzidas
quando utilizada a aeracao de 2 vvm e agitagdo de 250 rpm, em-
bora com grandes quantidades de citrinina (6,83 mg gs ™).

Hamdi et al. (1996) destaca que em baixas concentracdes
de substrato, é possivel dividir a produgdo em duas fases. Inici-
almente a glicose sendo convertida a etanol e biomassa e, em
seguida, o etanol sendo convertido em biomassa e pigmento. Os
mesmos autores realizaram duas fermentacdes e avaliaram o
efeito da pressao parcial de oxigénio na produgao de pigmentos
vermelhos por Monascus purpureus.
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4.5 Estabilidade Térmica e Atividade Antimicrobiana dos
Pigmentos

Os pigmentos laranja, vermelho produzido a partir da ami-
nagdo do pigmento laranja com glicina e vermelho produzido
durante o cultivo do Monascus ruber CCT 3802 foram submeti-
dos a testes de estabilidade térmica e atividade antimicrobiana.

A estabilidade térmica consistiu na determinacédo da cons-
tante de degradagao térmica (D¢) e tempo de meia vida (t;,2) sob
diferentes condi¢cdes de temperatura e pH através da metodolo-
gia da superficie de resposta, enquanto que a determinagéo da
atividade antimicrobiana foi realizada através da metodologia dos
pocos, pela medida do halo de inibicdo dos pigmentos sobre o
crescimento dos microrganismos alvos Staphylococcus aureus
ATCC 25922, Escherichia coli ATCC 25923 e Salmonella enteri-
tidis ATCC 13076.

4.5.1 Estabilidade Térmica

A estabilidade térmica consistiu na determinacéo da cons-
tante de degradacao térmica (Dg), obtida a partir da regressao
linear de In A/A, em funcdo do tempo de tratamento térmico. O
coeficiente angular desta regressao (Eq. 3.50, pg. 95) representa
os valores de Dg. A partir dos valores de D¢, foi determinado o
tempo de meia vida dos pigmentos para cada condicao estudada
(Eq. 3.48, pg. 95).

4.5.1.1 Determinacao da energia de ativacao (Ea)

Nesta etapa do trabalho, primeiramente, determinou-se a
energia de ativagdo (Ea) dos pigmentos a pH 4,5. A partir dos
resultados de D obtidos nas temperaturas de 56; 60; 70; 80; 90
e 95 °C (Tabela 4.10), e utilizando o modelo empirico de Arrheni-
us (Eq. 3.49, pg. 95), foi determinada a Ea de cada pigmento,
através da regresséao linear do logaritmo natural da constante de
degradacao térmica versus o inverso da temperatura absoluta
(1/T) (Figura 4.65).
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Tabela 4.10: D¢ sob diferentes tratamentos térmicos e Ea dos
pigmentos a pH 4,5.

Pigmento Temp. Dc+d. p. Ea R

(°C) (h™ (kcal mol™)

50 0,028+0,007

60 0,048+0,009

70 0,100+0,008

P. laranja 80 0.169+0.024 12,657 0,9943
90  0.254+0,027
95  0,301+0,012
50  0,11240,011

5 verme. 80 01600004

lho amina- (0 0:28920,021 4 495 994

do 80 0,445%0,031
a0 0,775%0,098
95 0,941+0,124
50 0,124+0,003
60 0,213+0,006
P. verme- 70 0,357+0,011
lho cultivo® 80 0,631+0,009
90 1,124+0,157
95 1,342+0,025

Média + desvio padrdo para trés replicatas. (a): Pigmento vermelho produzido no
cultivo do Monascus ruber CCT 3802 utilizado como controle.

Analisando a Tabela 4.10 verifica-se que a constante de
degradacao térmica do pigmento laranja aumentou de 0,028 +
0,007 h™ & temperatura de 50 °C para 0,301 + 0,012 h™ na tem-
peratura de 95 °C, resultando no aumento de aproximadamente
11 vezes. Ja para os pigmentos vermelhos, tanto aminado quan-
to produzido no cultivo do microrganismo, verificou-se o aumento
de 8 e 11 vezes, respectivamente, indicando que a producdo do
pigmento vermelho a partir da aminagdo do pigmento laranja
pode aumentar a estabilidade térmica.

Este fenébmeno pode ser explicado pela producéao do pig-
mento vermelho aminado em um composto seletivo, ao contrario
da producao do pigmento vermelho no cultivo do Monascus que
pode apresentar misturas destes pigmentos, originarios da ami-
nacao com glicina, peptideos e residuos de proteinas (Jung et
al., 2003).

12,742 0,9980
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Através da Figura 4.65 verifica-se que os dados experi-
mentais ajustaram-se ao modelo de Arrhenius. Quando o coefici-
ente angular (-Ea/R) da regressao linear (Eq. 3.50, pg. 95) é mul-
tiplicado por 1,987 (constante dos gases ideais em cal mol™ k™),
obtém-se a Ea de 12,657; 11,496 e 12,742 kcal mol™ (Tabela
4.10).

Levenspiel (1986) destaca que reagbes com alta energia
de ativagao sao muito mais sensiveis a temperatura e que o mo-
delo de Arrhenius é a primeira aproximacado adequada para de-
terminar o efeito da temperatura sobre a equacgao cinética, além
de ajustar bem os resultados experimentais em um amplo inter-
valo de temperaturas, comportamento verificado neste trabalho.

Estes resultados demonstraram que o pigmento vermelho
produzido no cultivo degrada-se com maior rapidez quando com-
parado ao pigmento vermelho produzido a partir da aminagao do
pigmento laranja com glicina.
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Figura 4.65: Determinacéo da Ea dos pigmentos produzidos.

4.5.1.2 Efeito da temperatura e do pH na estabilidade térmica
dos pigmentos

Todo pigmento, seja de natureza artificial ou natural, apre-
senta propriedades distintas frente a fendmenos naturais e de
processamentos que sdo submetidos, logo, € categérico deter-
minar o comportamento das propriedades e caracteristicas des-
tas substancias para obtencdo de dados e informagdes Uteis
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para aplicagdo e controle da utilizacdo destes compostos em
alimentos.

Durante todo o trabalho, ficou evidente a importancia do
pH na producédo dos pigmentos pelo Monascus. Perante isto, foi
determinado o efeito da temperatura e do pH através da aplica-
¢ao da superficie de resposta para predicdo de D¢ e t;» dos pig-
mentos em fungao das varidveis estudadas. Ao empregar a su-
perficie de resposta, sabe-se que o aumento da temperatura ira
aumentar a constante de degradacao térmica, embora esta fer-
ramenta estatistica permita verificar o comportamento e predizer
as respostas D¢ e t;» com redugdo do numero de experimentos.

Através da regressao linear de In (A/Ap) vs. o tempo de tra-
tamento térmico (Figuras 4.66, 4.67 e 4.68) utilizando as equa-
cbes 3.47 (pg. 94) e 3.48 (pg. 95), foi possivel determinar D¢ e
t;2 para cada condicao de temperatura e pH estudada, apresen-
tadas na Tabela 3.2 (pg. 96). Todos os resultados de D¢ e ty»

encontram-se apresentados na Tabela 4.11.
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Figura 4.66: Degradacao do pigmento laranja sob diferentes tra-
tamentos térmicos produzidos pelo Monascus ruber CCT 3802.
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Figura 4.67: Degradagao do pigmento vermelho aminado com
glicina sob diferentes tratamentos térmicos.
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Figura 4.68: Degradacao do pigmento vermelho sob diferentes
tratamentos térmicos produzido no cultivo do Monascus ruber
CCT 3802.

Observou-se a maior degradagéo do pigmento laranja (Fi-
gura 4.66) quando submetido aos tratamentos térmicos a 75 °C e
pH 6,91 e a 90 °C e pH 6,5, indicando que maiores valores de pH
aumentam a degradacao da coloragdo (D¢). Maior estabilidade
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do pigmento foi verificada a baixos valores de pH, explicado pelo
pigmento laranja ser produzido nos cultivos com pH inferiores a
4.

Ja nas Figuras 4.67 e 4.68 verifica-se que o comportamen-
to do pigmento vermelho foi distinto ao pigmento laranja. A de-
gradacao térmica sofreu redugdo gradativa, pois os valores de /n
(A/A,) vs. tempo encontram-se distribuidos. Neste caso, maiores
valores de pH reduziram a degradacao, enquanto que menores
valores de pH aumentaram a degradacgao do pigmento vermelho.

Verificam-se, a partir da Tabela 4.11, que os valores de D¢
do pigmento laranja aumentaram de 0,012 = 0,001 para 1,123 +
0,019 h™" com o aumento do pH de 4,08 para 6,91 a 75 °C, repre-
sentando o aumento de 51 vezes. As constantes de degradacéo
do pigmento vermelho aminado aumentaram de 0,048 = 0,002
para 0,433 + 0,007 h™' quando o pH foi reduzido de 6,91 para
4,08 a temperatura de 75 °C. Estes resultados demonstraram
que o pigmento laranja apresenta maior estabilidade a baixos
valores pH, enquanto que, os vermelhos apresentam maior esta-
bilidade sob maiores valores de pH.

A partir dos resultados apresentados na Tabela 4.11, origi-
narios da matriz contendo a variavel temperatura e pH e seus
respectivos niveis de variacao (Tabela 3.2, pg. 96), foram cons-
truidas as superficies de respostas, as curvas de contorno e os
diagramas de Pareto do efeito da temperatura e do pH sobre as
respostas constante de degradacao térmica (Dg) e tempo de
meia vida (t;2) dos pigmentos laranja e vermelho aminado e
comparados aos resultados do pigmento vermelho produzido no
cultivo do M. ruber, utilizado como controle.

A variacdo de D¢ e do t;», em fungado das variaveis tempe-
ratura e pH foi obtida pelo modelo empirico (polinémio) gerado
pela superficie de resposta contendo todos os efeitos, indepen-
dente dos valores de p. Para obtengcdo do modelo simplificado,
excluem-se os efeitos onde p > 0,05.

As Tabelas 4.12, 4.13 e 4.14 apresentam a andlise de va-
riancia dos diferentes tratamentos térmicos sobre a resposta
constante de degradacao térmica dos pigmentos laranja, verme-
Iho aminado e vermelho produzido pelo cultivo do Monascus ru-
ber CCT 3802.
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Tabela 4.11: D¢ e t;,, dos pigmentos sob diferentes tratamentos

térmicos.
Pigmento Temp. pH Dctd.p. titd.p.
(°C) (h (h)
53,8 550 0,022+0,001 55,931+5,823
60,0 4,50 0,046+0,003 14,856+0,999
60,0 6,50 0,805+0,021 0,861+0,023
750 4,08 0,012+0,001 58,509+6,470
. 750 550 0,089+0,002  7,749+0,217
Plarania 2502 5'50  0.092:0.001  7.515£0 155
750 6,91 1,123+0,019 0,617+0,010
90,0 4,50 0,065+0,008 10,695+1,305
90,0 6,50 0,965+0,020 0,718+0,015
962 550 0,862+0,025 0,804+0,022
53,8 550 0,073+0,001 9,429+0,243
60,0 4,50 0,154+0,015 4,524+0,457
60,0 6,50 0,054+0,004 12,686+1,021
750 4,08 0,435+0,004 1,592+0,016
|Fr){o jeliing 750 550 0,145:0,043  5,140%1,527
do 75,02 550 0,244+0,012  2,845+0,151
750 6,91 0,048+0,002 14,455+0,714
90,0 450 0,947+0,103  0,739+0,081
90,0 6,50 0,171+0,022  4,104+0,546
96,2 550 0,992+0,015 0,698+0,010
53,8 5,50 0,102+0,008 6,821+0,531
60,0 4,50 0,183+0,007 3,784+0,158
60,0 6,50 0,069+0,003 10,034+0,554
750 4,08 0,545+0,016 1,272+0,037
P. verme- 750 550 0,278+0,016 2,499+0,154
lho cultive® 75,02 550 0,277+0,013  2,500+0,120
750 6,91 0,063+0,002 10,873+0,345
90,0 4,50 1,163+0,047 0,596+0,024
90,0 6,50 0,235+0,009 2,954+0,117
962 550 0,347+0,015 1,996+0,087

Média * desvio padrdo para trés replicatas. (a) Repetigdo do ponto central (b):

Pigmento vermelho produzido no cultivo do M. ruber utilizado como controle.
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Tabela 4.12: Andlise de variancia das variaveis independentes
sobre a resposta constante de degradacgao térmica do pigmento

laranja.
Fator SQ. G.L QM F p
T (°C)(L) 1,429 1 1,429 95,021 <0,001
T (°C)(Q) 0,749 1 0,749 49,831 <0,001
pH (L) 7,825 1 7,825 520,314 <0,001
pH (Q) 1,456 1 1,456 96,874 <0,001
T (°C)(L) XpH (L) 0,029 1 0,02 1,989 0,164
Erro 0,812 54 0,015
Total S.Q. 11,702 59

S.Q.: soma dos quadrados, G.L.: graus liberdade, Q.M.: quadrado médio, T:
temperatura, L: linear, Q: quadratico.

Tabela 4.13: Analise de variancia das variaveis independentes
sobre a resposta constante de degradacao térmica do pigmento
vermelho aminado.

Fator S.Q. G.L. QM. F p

T (C)(L) 3,659 1 3,659 598,048 <0,001
T (¢C)(Q) 0,660 1 0,660 108,029 <0,001
pH (L) 1,518 1 1,518 248232 <0,001
pH (Q) 0,002 1 0,002 0408 0,525
T(C)(L) XpH(L) 0686 1 0,686 112,120 <0,001
Erro 0,330 54 0,006
Total S.Q. 6,964 59

S.Q.: soma dos quadrados, G.L.: graus liberdade, Q.M.: quadrado médio, T:
temperatura, L: linear, Q: quadratico.
Tabela 4.14: Andlise de variancia das variaveis independentes
sobre a resposta constante de degradacao térmica do pigmento
vermelho produzido no cultivo do M. ruber CCT 3802.

Fator S.Q. GL awm F p

T (°C)(D) 1672 1 1,672 105360 <0,001
T (°C)(Q) 0,003 1 0003 0191 0,663
pH (L) 2227 1 2227 140,305 <0,001
pH (Q) 0,069 1 0069 4,360 0,041
T(C)(L) XpH(L) 0,995 1 0,995 62,685 <0,001
Erro 0,857 54 0,015
Total S.Q. 5825 59

S.Q.: soma dos quadrados, G.L.: graus liberdade, Q.M.: quadrado médio, T:
temperatura, L: linear, Q: quadratico.
A partir das anélises de variancias realizadas das variaveis

independentes sobre a constante de degradacao térmica (D¢)
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foram construidas as superficies de respostas da constante de
degradacao térmica em funcéo das variaveis temperatura e pH.

4.5.1.3 Aplicacao da superficie de resposta sobre a estabili-
dade dos pigmentos submetidos a diferentes tratamentos
térmicos em diferentes pHs

4.5.1.3.1 Pigmento laranja

As Figuras 4.69 e 4.70 apresentam a constante de degra-
dacgéo térmica e o tempo de meia vida do pigmento laranja em
funcéo das variaveis temperatura e pH.

oo O —= —=mr
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Figura 4.69: Superficie de resposta de D¢ do pigmento laranja
em fungéo da temperatura e pH.

Através das Figuras 4.69 e 4.70 verifica-se que a menores
valores da constante de degradacao térmica e, consequentemen-
te, maiores valores do tempo de meia vida foram verificados na
regido de menores temperaturas e menores pHs. O efeito da
temperatura nestas respostas era esperado, haja vista que quan-
to maior a temperatura maior serd a degradacao da coloracao.
Mesmo sabendo-se deste efeito, &€ necessario mensura-lo para
obtencdo de dados que representam fenémenos naturais e de
processamento sobre a estabilidade destes pigmentos.
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Figura 4.70: Superficie de resposta de e t;» do pigmento laranja
em fungdo da temperatura e pH.

As equagbes empiricas 4.4 e 4.5, que descrevem o com-
portamento das respostas D¢ e t;» em funcéo das variaveis estu-
dadas.

Dc. iar.(h")=9,082-0,111X:+0,0007X"—2,308X2+0,230X5°+0,002X: Xz (4.4)

tio 1ar (h)=443,940—4,268X1+0,021X1%-77,871X2+5,419X:°+0,066X1X> (4.5)
onde D¢ representa a constante de degradacgao térmica (h™); ty
o tempo de meia vida (h); X; a variavel temperatura (°C) e X; a
variavel pH.

O modelo apresentado na equacao 4.4 apresentou 93% de
explicacdo dos resultados. Os efeitos individuais das variaveis
temperatura e pH sobre as respostas D¢ e t;,» do pigmento laran-
ja podem ser verificados através dos diagramas de Pareto, apre-
sentados na Figura 4.71.
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Figura 4.71: Diagrama de Pareto do efeito da temperatura e do
pH sobre a estabilidade térmica do pigmento laranja. (a) D¢ (b)

tise.

O comprimento de cada barra é proporcional ao valor ab-
soluto associado aos efeitos estimados pela regresséao realizada
pelo software Statistica 6.0. Os efeitos isolados bem como as
interacdes quadraticas sdo padronizados (cada efeito é dividido
por seu erro padrdo). A linha vertical pontilhada corresponde ao
intervalo de confianca de 95% que indicam o limite de significan-
cia. Um efeito para ser significativo, deve ultrapassar a linha pon-
tilhada (Rezzoug e Capart, 2003).
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Pela andlise da Figura 4.71 verifica-se que a variavel tem-
peratura e pH apresentaram efeito significativo na estabilidade
térmica do pigmento. As variaveis que apresentaram efeitos so-
bre a estabilidade térmica do pigmento laranja foram o pH (X))
em seu efeito linear seguido pelo efeito quadratico (X5°). O sim-
ples efeito da temperatura (X;) e seu efeito quadratico sao signi-
ficantes, mas com menores importancias. A interagdo entre a
temperatura e o pH nao apresentou efeito significativo (p > 0.05).

4.5.1.3.2 Pigmento vermelho aminado

As Figuras 4.72 e 4.73 apresentam a constante de degra-
dagéo térmica e o tempo de meia vida do pigmento vermelho
aminado (produzido pela aminagao do pigmento laranja com gli-
cina) em funcdo das variaveis temperatura e pH.
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Figura 4.72: Superficie de resposta de D¢ pigmento vermelho
aminado em funcéo da temperatura e pH.

Através da analise das Figuras 4.72 e 4.73 verifica-se
que maior degradacgao da coloragao foi verificada a maiores tem-
peraturas sob menores valores de pH. Percebe-se que maiores
valores de pH favoreceram o aumento do tempo de meia vida.
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Figura 4.73: Superficie de resposta do t;,» do pigmento vermelho
aminado em fungéo da temperatura e pH.

As equacdes empiricas 4.6 e 4.7, tomando como base a

equacao 3.51 (pg. 96), que descrevem o0 comportamento das
respostas D¢ e t;2 em funcao das variaveis estudadas.
Dc. ver amin.(h')=-0,687-0,023X1+0,0007X1°+0,56 X2+0,009X5°-0,01X1 X2 (4.6)
tzverm. amin.(N)=26,152+0,048 X1+0,001X12-9,62Xo+1,75X,°-0,079X: Xz (4.7)
onde D¢ representa a constante de degradacao térmica (h™); ti»
o tempo de meia vida (h); X; a variavel temperatura (°C) e Xz a
variavel pH.

A equacao 4.6 apresentou explicagdo de aproximadamente
96% dos resultados. Os efeitos individuais das variaveis tempe-
ratura e pH sobre as respostas D¢ e t;» do pigmento vermelho
aminado podem ser verificados através dos diagramas de Pareto
apresentados na Figura 4.74.
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Figura 4.74: Diagrama de Pareto do efeito da temperatura e do
pH sobre a estabilidade térmica do pigmento vermelho aminado.
(@) D¢ (b) tye.

Pela andlise da Figura 4.74a verifica-se que a variavel
temperatura e pH apresentaram efeito significativo na estabilida-
de térmica do pigmento. Todos os efeitos foram verificados sobre
D¢, exceto o simples efeito do pH (p > 0.05).

4.5.1.3.3 Pigmento vermelho produzido no cultivo (controle)

As Figuras 4.75 e 4.76 apresentam a constante de degra-
dacdo térmica e o tempo de meia vida do pigmento vermelho
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produzido no cultivo do M. ruber, utilizado como referéncia com-
parativa dos resultados, em funcao das variaveis temperatura e
pH.
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Figura 4.75: Superficie de resposta de D¢ do pigmento vermelho
aminado em fungéo da temperatura e pH.

Figura 4.76: Superficie de resposta de t;» do pigmento vermelho
(controle) produzido no cultivo em fungao das variaveis tempera-
tura e pH.

Pela analise das Figuras 4.75 e 4.76 verifica-se 0 compor-
tamento diferenciado ao pigmento laranja, mas similar ao pig-
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mento vermelho produzido a partir da aminacdo do pigmento
laranja com glicina. Apesar do comportamento analogo, foi verifi-
cado que o pigmento produzido no cultivo apresentou maiores
constantes de degradacao térmica para a mesma condicdo estu-
dada quando comparado ao pigmento vermelho aminado.

Isto pode ser reflexo da mistura de pigmentos vermelhos
formados no decorrer do cultivo, pois 0 pigmento laranja podera
ligar-se a diferentes compostos (aminoacidos, peptideos, protei-
nas) formando uma mistura de pigmentos vermelho com diferen-
tes estabilidades térmicas, enquanto que o pigmento vermelho
produzido a partir da aminacao do pigmento laranja é produzido
com certo grau de pureza, de maneira seletiva, podendo aumen-
tar a estabilidade.

As equagdes empiricas 4.8 e 4.9, a partir da equagao 3.51
(pg. 96), do comportamento das respostas D¢ e t;». em funcédo
das variaveis estudadas.

Dc. ver curr..(h')=-3,287+0,08X1+0,00004X°+0,25X2+0,05X°-0,013X1 X2 (4.8)

ti/2 ver. cu(N)=36,668-0,272X1+0,003X:%-9,543X2+1,56X2>-0,068X1 X2 (4.9)
onde D¢ representa a constante de degradacgao térmica (h™); ty
o tempo de meia vida (h); X; a variavel temperatura (°C) e Xz a
variavel pH.

A equacao 4.8 explica aproximadamente 86% dos resulta-
dos. Os efeitos individuais dos parametros temperatura e pH
sobre as respostas D¢ e t;», do pigmento vermelho (controle)
produzido no cultivo podem ser verificados através do diagrama
de Pareto apresentado na Figura 4.77.
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Figura 4.77: Diagrama de Pareto do efeito da temperatura e do
pH sobre a estabilidade térmica do pigmento vermelho produzido
no cultivo. (a) D¢ (b) t12.

Analisando a Figura 4.77a verifica-se que o pH apresentou
maior efeito sobre a estabilidade térmica. Todos os efeitos foram
significativos sobre D¢, exceto o efeito quadratico da temperatu-
ra.

Jung et al. (2005) avaliaram o efeito da temperatura, do pH
e da luz solar no tempo de meia vida dos pigmentos vermelhos
derivados da adigdo de varios aminoacidos na fermentacdo. Os
pigmentos derivados apresentaram aumento no tempo de meia
vida de 1,45 para 5,58 h, correspondendo ao aumento de 6 a 25
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vezes o tempo de meia vida quando comparado ao pigmento
controle. Verificaram que o pigmento apresentou comportamento
cinético de primeira ordem e que a estabilidade do pigmento foi
favorecida pelo efeito da concentragéo.

Carvalho et al. (2005) determinaram a estabilidade térmica
do pigmento vermelho produzido pelo processo de fermentacéo
em estado sélido. Os resultados experimentais nao apresenta-
ram comportamento cinético de primeira ordem. Maiores valores
de pH (7,3 e 7,9) aumentaram a estabilidade térmica quando
comparados aos pH de 4,1 € 4,3.

Todos os resultados apresentados nesta etapa sdo de ex-
trema importancia na produgéo destes compostos que devem ser
inseridos em formulagdes e coloragdes de produtos alimenticios.
O conhecimento de propriedades como a estabilidade térmica
promove a obtencdo de dados importantes sobre o comporta-
mento de propriedades e condigdes onde estes pigmentos de-
vem ser incorporados.

4.5.2 Atividade Antimicrobiana

Alguns autores (Wong e Bau, 1977; Wong e Koehler, 1981;
Fink-Gremmels et al., 1991) demonstraram a ocorréncia de ativi-
dade antibacteriana de pigmentos brutos produzidos por Monas-
cus, enquanto outros como Ober e Kunz (1989) argumentam que
algumas linhagens séo incapazes de produzir compostos anti-
bacterianos. Para Fink-Gremmels et al. (1991) a observagao do
efeito bacteriostatico dos pigmentos monascus pode conduzir a
utilizacdo destes compostos pelo menos parcialmente como
substituto para o nitrito em carnes.

A partir dos ensaios preliminares, foi verificado que o pig-
mento vermelho produzido pela aminagdo do pigmento laranja
inibiu o crescimento de alguns microrganismos alvo. Sendo as-
sim, foi dado prosseguimento aos experimentos com os pigmen-
tos laranja, pigmento vermelho aminado e pigmento vermelho
produzido no cultivo do Monascus ruber CCT 3802, além da de-
terminacdo da atividade antimicrobiana da citrinina padrao (Sig-
ma - Aldrich). Todos os experimentos foram realizados sobre os
microrganismos alvos Staphylococcus aureus ATCC 25922, Es-
cherichia coli ATCC 25923 e Salmonella enteritidis ATCC 13076.

A Figura 4.78 apresenta o ensaio controle, contendo o
pigmento em diferentes concentragdes, na auséncia do micror-
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ganismo alvo para auxiliar na determinacdo do halo de inibicdo
através da observacao da aparéncia da difusao do pigmento pelo
agar, enquanto que a Figura 4.79 apresenta a ilustragcao do expe-
rimento da atividade antimicrobiana do pigmento vermelho ami-
nado em diferentes concentragdes sobre S. aureus. Comparando
as Figuras 4.78 e 4.79, percebe-se a presenca do halo transpa-
rente de inibicdo nas concentragdes superiores a 2,6 mg mL"
sobre S. aureus.

Figura 4. 78 Difusdo do plgmento em diferentes concentragbes
(mg mL") pelo agar na auséncia do microrganismo alvo.

Figura 4.79: Atividade antimicrobiana do plgmento vermelho ami-
nado em diferentes concentragdes (mg mL™") sobre Staphylococ-
cus aureus ATCC 25922. As setas indicam o halo de inibi¢ao.

A Tabela 4.15 apresenta os resultados qualitativos da ati-
vidade antimicrobiana dos pigmentos e da citrinina padréo sobre
os trés microrganismos alvo.
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Tabela 4.15: Resultados qualitativos da inibicado dos microrga-
nismos alvo pelos pigmentos produzidos.

Microrganismo alvo P.L. P.V.A. P.V.C. C.
Staphylococcus
aureus ATCC 25922 @ * * * *
Escherichia coli
ATCC 25923 ° ) * * )

Salmonella enteritidis
ATCC 13076 °

P.L.: pigmento laranja; P.V.A.: pigmento vermelho produzido pela aminagdo do
pigmento laranja; P.V.C.: pigmento vermelho produzido no cultivo; C.: citrinina;
(a): Gram-positivo; (b) Gram-negativo; (+) houve inibigao; (-) ndo houve inibigao.

Verifica-se que todos os pigmentos e a citrinina apresenta-
ram atividade antimicrobiana sobre Staphylococcus aureus, bac-
téria Gram-positiva, enquanto que a inibicdo no crescimento de
Salmonella enteritidis nao foi verificada. J& a Escherichia coli foi
inibida somente pelo pigmento vermelho aminado e pelo pigmen-
to vermelho produzido no cultivo do Monascus ruber CCT 3802.
A atividade do pigmento vermelho pode estar relacionada a con-
formagéo (trans ou cis) da glicina ao reagir com o pigmento la-
ranja tornando-o vermelho.

De fato, os resultados apresentados na Figura 4.18 (pg.
119) apresentam indicativo da presenca de R-NH; em sua forma
trans (estiramento a 1550 cm™', ver Figura AN.3, pg. 237), logo
este comportamento do efeito sobre bactérias Gram-negativa e
Gram-positiva pode estar relacionado ao fato da conformagéao
trans da glicina ao reagir com o pigmento laranja.

Barret e Elmore (2004) destacaram que o antibiético Gra-
micidin S® possui efeito antimicrobiano sobre bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas quando o oligopeptideo que compde
o farmaco esta na forma trans. A mudancga na conformagao do
oligopeptideo de trans para cis provoca grande alteragao no efei-
to antimicrobiano, atuando somente sobre bactérias Gram-
negativas.

Desphande (2002) apresenta uma relagdo crescente de
compostos provenientes de proteinas que possuem efeito antimi-
crobiano: R-S” > R-SH; R-NH, > R-NH;*; R-COO™ > R-COOH; R-
O > R-COOH; R-O" > R-OH; R-OH = H-OH e finalmente R-S™ >
R-NH, > R-COO" =R-0O.

Logo, a inibicdo da Escherichia coli pode ser explicada pe-
la presencga de R-NHz no pigmento vermelho, aumentando o po-
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der antimicrobiano quando comparado ao pigmento laranja. A
aminagao, por ser realizada diretamente com glicina, pode au-
mentar a conversdo de pigmento laranja em pigmento vermelho
enquanto que os pigmentos vermelhos produzidos nos cultivos
podem ser formados a partir da glicina adicionada como fonte de
nitrogénio bem como pelas proteinas que reagem com o pigmen-
to laranja, que possivelmente resulta em compostos com menor
poder antimicrobiano.

Wong e Bau (1977) nao verificaram atividade antimicrobia-
na dos pigmentos sobre Staphylococcus aureus, Escherichia coli
B e Salmonella. Neste trabalho, o crescimento de Salmonella
também nao foi inibido, embora tenha sido verificada inibicado do
crescimento de Staphylococcus aureus ATCC 25922 e Escheri-
chia coli ATCC 25923.

A inibicao do Staphylococcus aureus ATCC 25922 pelos
trés pigmentos e pela citrinina, indica que estes compostos sao
mais eficazes sobre microrganismos Gram-positivos. Estes resul-
tados estdo de acordo com o apresentado por Desphande
(2002), pois ao aminar o pigmento laranja, ocorre o fornecimento
de grupamentos NH,, aumentando consideravelmente a capaci-
dade inibidora do pigmento vermelho quando comparado ao
pigmento laranja.

O mecanismo de agao do efeito antimicrobiano dos pig-
mentos ainda nao esta claro, mas estima-se que ocorre através
de varias maneiras como a reagao com enzimas de células vege-
tativas e esporos germinados, restricdo a utilizagéo do ferro (nu-
triente essencial para fungéo enzimatica e transporte de elétrons)
pelas bactérias e interferéncia na permeabilidade da membrana
celular, resultando em redugéo no transporte de nutrientes e me-
tabdlitos (Ray, 2005; Desphande, 2002).

Fink-Gremmels et al., (1991) fizeram um estudo mais apro-
fundado sobre o efeito bacteriostatico do pigmento monascus,
mostrando que bactérias Gram-positivas sao inibidas mais forte-
mente do que Gram-negativas, nao havendo inibi¢do contra Lac-
tobacillus.

Blanc (1995a) encontrou resultados similares ao de Fink-
Gremmels et al., (1991) com excecao para Escherichia coli, que
nao apresentou inibicdo pelo pigmento. Para Bacillus subtilis, o
didmetro da zona de inibicao foi diretamente proporcional ao lo-
garitmo da quantidade de Monascidina A, e a quantidade inibito-
ria minima de 10 pg.
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Wang et al. (2002) testaram a atividade antifingica do so-
brenadante do meio de cultura de cinco cepas de Monascus ob-
tidos em cultivos com residuos de camardes e caranguejos adi-
cionados ao meio de cultivo, obtendo-se uma atividade antifungi-
ca contra Fusarium oxysporum. Esta atividade manteve-se esta-
vel em pH variando de 6 a 8, mas desapareceu completamente
apos ter sido aquecido a 100 °C por 5 minutos.

Martinkova (1995), em seus estudos sobre a toxicidade
das fragbes purificadas de pigmentos produzidos por Monascus,
verificou que houve efetivamente uma atividade antibiética dos
pigmentos sobre os microrganismos alvo, especialmente pelo
laranja e em menor grau para o vermelho.

Através da comparagao da inibigdo do pigmento vermelho
aminado e do pigmento vermelho produzido no cultivo do M. ru-
ber sobre os microrganismos Staphylococcus aureus ATCC
25922 e Escherichia coli ATCC 25923, percebe-se que a concen-
tracao inibitéria minima do pigmento vermelho aminado é menor
quando comparada a do pigmento vermelho produzido no cultivo.
Este fendmeno esta relacionado a reagéo de aminagao, por pro-
duzir o pigmento vermelho aminado com glicina e ndo com pep-
tideos e proteinas. A aminagcao com peptideos e proteinas, além
de reduzir a estabilidade térmica, pode levar a formagao de um
composto com menor poder antimicrobiano.

Estes resultados obtidos sao satisfatérios e indicam que o
pigmento possui atividade antimicrobiana sobre o crescimento de
microrganismos. A partir disto, surgem novos caminhos que po-
dem ser investigados, dentre eles: investigacdo da atividade an-
timicrobiana sobre outros microrganismos, tanto para células
vegetativas quanto sobre suas formas esporuladas.

Um composto para ser utilizado como antimicrobiano nao
deve alterar as propriedades sensoriais de um produto alimenti-
cio, embora, a utilizacdo do pigmento na coloragdo de alimentos
possa provocar um duplo efeito (Ray, 2005). A utilizagcao do pig-
mento vermelho frente a substituicdo aos sais de nitritos é uma
perspectiva interessante, pois além de conferir cor podera atuar
como agente antimicrobiano sobre o crescimento de microrga-
nismos indesejaveis.

Segundo Ray (2005), o poder antimicrobiano devera res-
peitar alguns fendmenos de processo, dentre eles temperatura
de armazenamento, pH, atividade de agua, potencial redox e
custo. O conhecimento das propriedades destes compostos fren-
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te a estes fatores, torna-se de extrema importéncia para a utiliza-
¢éo em alimentos.

E evidente que os pigmentos devem ser adicionados para
conferir cor, auxiliar na corregdo da coloracdo em produtos que
possam sofrer alteragcdes sensoriais do atributo cor e ndo adicio-
nados como objetivo principal de agente antimicrobiano. Claro
que a atividade antimicrobiana contribui para a vida atil do produ-
to alimenticio, mas estes compostos sao adicionados em peque-
nas quantidades e, se comparados a compostos antimicrobianos
utilizados em alimentos, estes pigmentos possuem atividade an-
timicrobiana reduzida.

Para trabalhos futuros, estudos da concentracao inibitoria
minima, através da adi¢cao de pigmento em culturas liquidas con-
tendo os microrganismos alvo, poderiam ser realizados pela téc-
nica do plaqueamento com subsequlente contagem das unidades
formadoras de col6nias.

Este estudo apresentou alguns potenciais destes pigmen-
tos produzidos naturalmente através de um processo fermentati-
vo. Sendo assim, o fato de os pigmentos possuirem atividade
antibacteriana é uma importante caracteristica para sua aplica-
cao como aditivo em alimentos, pois, desde que utilizado segu-
ramente, este pigmento possui grandes potencialidades de uso.
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5. CONCLUSOES

Conclui-se que o pH exerce influéncia na producao de
pigmentos pelo Monascus ruber CCT 3802. A maior velocida-
de de crescimento radial 0,0789 mm h™ foi obtida em pH 4,
enquanto que menores velocidades foram obtidas em pH 2.
Verificou-se que em valores de pH abaixo de 3,0 ocorre a
producao dos pigmentos amarelos, na faixa de pH de 3 a4 a
producdo dos pigmentos laranja com baixa solubilidade no
meio de cultivo, e acima de 5,0 a produgdo dos pigmentos
vermelhos.

Foi possivel produzir o pigmento vermelho a partir do
pigmento laranja pela adicdo de aminoacidos. A glicina apre-
sentou maior formagao do pigmento vermelho quando compa-
rados aos demais amino&cidos. A citrinina ndo foi detectada
nos pigmentos laranja e no pigmento vermelho produzido a
partir da aminagao do pigmento laranja com glicina. O ponto
isoelétrico de cada amino&cido foi essencial para a transfor-
macao do pigmento laranja em pigmento vermelho. Em todos
0s casos, quando comparado a titulagdo controle, sem adicao
de aminoacido, houve a formagdo do pigmento vermelho,
demonstrando que se pode produzir o pigmento vermelho
através do pigmento laranja mediante reagbes com compos-
tos aminados.

O sistema vane foi calibrado com sucesso, demons-
trando que pode ser aplicado na determinacdo dos parame-
tros reologicos de suspensdes microbianas que contenham
materiais particulados em suspenséao. O caldo de fermentagéo
apresentou comportamento pseudoplastico devido a presenga

da biomassa. A relagdo k=1.10"° X°** Pas" descreveu o
comportamento do indice de consisténcia em funcdo da con-
centragdo de biomassa com R? superior a 0,99. Os valores do
indice de consisténcia estiveram na faixa de 0,375 a 11,002
Pa s" e os valores do indice de comportamento estiveram na
faixa de 0,157 a 0,274.

A solubilidade de oxigénio no meio de cultivo esteve
11,8% abaixo da concentragdo de saturacido de O, na agua
destilada. Menores freqiéncias de agitacdo favoreceram a
producdo de pigmentos, enquanto que maiores freqliéncias
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aumentaram a tensdo de cisalhamento, danificando o micror-
ganismo. Maiores niveis de oxigénio favoreceram a producao
de pigmentos laranja, enquanto que em condi¢des abaixo da
concentragao critica de O, ndo houve a produgao de pigmen-
tos. A utilizag@o dos dados do balango de oxigénio auxiliou na
estimativa da concentragcdo de biomassa nos cultivos do M.
ruber.

Os pigmentos apresentaram diferentes comportamentos
frente as variacbes da temperatura e do pH. O pigmento la-
ranja apresentou maior estabilidade na menor faixa de pH,
enquanto que os pigmentos vermelhos aminado e produzido
no cultivo do M. ruber apresentaram maiores estabilidades na
maior faixa de pH estudada. A superficie de resposta e os
modelos empiricos obtidos descreveram o comportamento
das respostas D¢ e t;» dos pigmentos. Todos os pigmentos e
a citrinina apresentaram inibicao no crescimento de Staphylo-
coccus aureus ATCC 25922, enquanto que somente 0s pig-
mentos vermelhos aminados e produzidos no cultivo do M.
ruber apresentaram atividade antimicrobiana sobre o cresci-
mento de Escherichia coli ATCC 25923. Todos 0os compostos
testados ndo apresentaram inibicdo no crescimento de Sal-
monella enteritidis ATCC 13076. Parei aqui.

5.1 Sugestoes para Trabalhos Futuros

- Estudar sistemas de imobilizagao de células para
faciltar a separagdo das fases biomas-
sa/pigmento/meio de cultivo;

- Estudar métodos de separacao das fragcoes de
pigmentos;

- Estudar a producgéo de citrinina durante a produ-
¢ao do pigmento laranja nos cultivos e a presencga
da mesma nos processos de aminacao;

- Determinar a estrutura dos pigmentos laranja e
vermelho produzido pela amina¢gdo com aminoaci-
dos;

- Determinar a concentragao inibitéria minima dos
pigmentos sobre o crescimento de microrganismos
de interesse no processamento de alimentos;
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APENDICE A

Tabela A.1: Dados que geraram as Figuras 4.1 e 4.2.

pH 2
Tempo (h)
Raia 0 24 48 72 96 120 144 168 192
Placat 1 1.0 2.0 4.2 55 75 9.5 10.5 12.0 14.0
2 1.0 2.0 4.3 6.0 8.0 10.0 11.0 12.5 145
3 1.0 2.0 4.0 6.0 8.3 10.5 10.5 13.0 13.0
Placa 2 1 1.0 241 4.5 55 75 9.5 10.5 12.5 13.5
2 1.0 23 4.0 55 75 9.5 10.5 12.0 14.0
3 1.0 3.0 4.0 6.0 8.0 10.0 10.5 12.5 14.0
Placa 3 1 1.0 25 3.5 55 75 9.5 11.0 12.5 14.5
2 1.0 24 3.4 5.0 7.0 9.0 10.0 12.3 13.0
3 1.0 24 3.5 5.0 7.0 9.0 10.0 12.1 12.8
Placa 4 1 1.0 23 3.5 5.5 7.5 9.5 11.0 12.0 129
2 1.0 21 4.0 5.5 7.3 9.0 11.0 13.0 13.0
3 1.0 2.1 4.0 5.0 7.0 9.0 10.5 12.0 13.5
Placa5 1 1.0 3.0 4.5 6.0 8.0 10.0 11.0 125 14.0
2 1.0 3.1 4.2 6.0 7.8 9.5 12.0 12.0 13.0
3 1.0 3.0 4.5 5.5 7.3 9.0 12.5 12.1 13.5
Dm mm) 1.00 242 4.01 5.57 7.53 9.50 10.83 12.33 13.55
Raio (mm) 0.50 1.21 2.00 2.78 3.77 4.75 5.42 6.17 6.77
Dp (mm) 0.00 0.41 0.38 0.37 0.40 0.46 0.67 0.35 0.59
pH 2,5
Tempo (h)
Raia 0 24 48 72 96 120 144 168 192
Placatl 1 1.0 2.0 3.5 7.4 9.8 12.0 14.5 16.0 18.5
2 1.0 3.0 5.0 8.0 10.7 12.0 14.0 17.0 18.5
3 1.0 3.0 55 7.6 10.0 125 14.4 16.5 19.0
Placa 2 1 1.0 3.0 5.5 7.4 9.8 11.8 13.0 16.0 18.0
2 1.0 23 55 7.0 9.5 12.0 13.5 15.5 18.3
3 1.0 3.0 6.0 71 9.3 125 14.0 16.0 18.4
Placa 3 1 1.0 35 55 55 8.0 11.0 13.0 14.0 17.0
2 1.0 3.0 5.0 6.5 9.5 11.0 12.0 15.5 17.5
3 1.0 24 4.0 6.5 9.0 9.5 13.5 15.5 18.0
Placa 4 1 1.0 23 5.0 8.0 10.0 12.0 14.0 16.0 18.2
2 1.0 3.0 55 8.0 10.0 11.0 14.0 16.0 18.5
3 1.0 3.0 5.0 7.5 10.3 125 145 17.0 19.0
Placa5 1 1.0 2.8 4.5 7.6 10.0 125 135 15.5 19.0
2 1.0 3.0 4.2 7.3 10.5 125 14.0 16.0 19.0
3 1.0 25 4.5 7.7 9.5 11.0 15.0 16.5 19.2
Dm (mm) 1.00 279 4.95 7.27 9.73 11.72 13.79 15.93 18.41
raio (mm) 0.50 1.39 247 3.64 4.86 5.86 6.90 7.97 9.20
Dp (mm) 0.00 0.40 0.69 0.68 0.66 0.86 0.74 0.73 0.61
pH 3,0
Tempo (h)
Raia 0 24 48 72 96 120 144 168 192
Placat 1 1.0 3.8 6.5 9.5 12.0 145 17.0 19.0 22.0
2 1.0 35 6.0 9.0 1.5 14.0 17.0 19.5 22.5
3 1.0 3.7 6.4 9.0 11.0 145 17.0 20.0 21.0
Placa 2 1 1.0 35 6.0 9.2 12.1 15.0 16.5 19.5 21.0
2 1.0 35 6.0 9.0 12.0 15.0 16.5 19.0 21.5
3 1.0 3.3 55 9.5 12.0 145 17.0 19.0 22.0
Placa 3 1 1.0 35 6.2 9.5 1.5 13.5 17.0 19.5 223
2 1.0 3.8 6.5 9.5 11.8 14.0 17.0 19.5 21.5
3 1.0 3.7 6.3 9.5 12.0 14.5 16.5 18.9 20.9
Placa 4 1 1.0 3.7 6.3 9.5 1.8 14.0 175 19.0 22.0
2 1.0 3.5 6.5 9.4 12.0 14.5 17.0 19.5 21.5
3 1.0 3.8 6.5 9.5 11.8 15.0 17.5 19.0 21.5
Dm (mm) 1.00 3.58 6.23 9.34 11.78 14.42 16.96 19.28 21.64
raio (mm) 0.50 1.79 3.11 4.67 5.89 7.21 8.48 9.64 10.82
Dp (mm) 0.00 0.15 0.30 0.22 0.32 0.47 0.33 0.34 0.52
pH 3,5
Tempo (h)
Raia 0 24 48 72 96 120 144 168 192
Placa1 1 1.0 35 7.0 135 16.5 19.2 22.0 255 28.0
2 1.0 3.0 6.5 12.0 16.8 19.5 23.0 26.0 29.0
3 1.0 3.0 6.5 13.2 16.8 18.5 22.0 24.5 30.0
Placa 2 1 1.0 3.0 5.0 12.3 14.0 16.5 19.0 22.0 25.0
2 1.0 3.0 7.0 11.9 145 17.0 20.0 22.0 26.0
3 1.0 3.0 7.5 12.0 15.5 17.5 19.5 22.5 26.0
Placa 3 1 1.0 35 7.0 14.0 15.0 20.0 22.0 26.0 30.0
2 1.0 3.0 7.0 11.0 15.0 19.5 24.0 28.0 29.0
3 1.0 3.0 7.0 1.5 15.5 19.0 23.0 28.5 31.0
Placa 4 1 1.0 3.5 7.0 12.0 15.0 17.0 20.0 26.0 26.0
2 1.0 35 7.0 12.0 15.0 17.5 19.0 22.0 26.0
3 1.0 4.0 6.6 12.0 15.2 17.5 21.0 23.0 27.0
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Placab 1 1.0 4.0 7.0 12.0 16.0 18.5 21.0 23.5 23.5
2 1.0 4.0 7.2 12.0 16.0 18.0 21.0 25.0 24.0
3 1.0 4.0 7.4 12.9 15.5 18.0 21.0 24.5 24.0
Dm (mm) 1.00 3.40 6.85 12.29 15.49 18.21 21.17 24.60 26.97
raio (mm) 0.50 1.70 3.42 6.14 7.74 9.11 10.58 12.30 13.48
Dp (mm) 0.00 0.43 0.58 0.78 0.81 1.06 1.51 2.11 2.41
pH 4,0
Tempo (h)
Raia 0 24 48 72 96 120 144 168 192
Placat 1 1.0 3.4 6.0 13.0 16.2 20.0 24.0 28.0 31.0
2 1.0 3.8 6.5 12.8 16.0 20.0 23.0 26.5 32.0
3 1.0 3.5 7.0 13.0 16.4 20.0 23.0 29.0 31.0
Placa 2 1 1.0 4.0 7.0 13.2 16.8 20.0 23.0 26.0 30.0
2 1.0 3.3 7.0 13.0 16.9 20.0 23.0 26.5 30.0
3 1.0 4.0 7.0 13.6 16.4 19.7 23.0 26.5 30.5
Placa 3 1 1.0 3.2 8.0 13.8 17.0 21.0 23.0 26.0 30.0
2 1.0 4.5 8.0 13.8 17.5 20.0 24.0 27.0 31.0
3 1.0 4.5 8.0 14.2 17.5 19.5 24.0 28.0 31.5
Placa 4 1 1.0 4.1 7.2 13.1 17.5 19.0 24.0 25.0 29.0
2 1.0 4.5 7.9 14.1 16.4 20.0 245 27.0 30.0
3 1.0 4.5 8.0 13.5 17.0 21.0 235 28.5 32.5
Placa5 1 1.0 4.3 7.5 13.2 16.5 20.0 24.0 27.0 30.0
2 1.0 4.4 7.8 13.5 17.2 20.5 245 26.0 31.0
3 1.0 4.4 7.8 13.8 17.6 20.5 24.5 28.0 31.5
Dm (mm) 1.00 4.02 7.38 13.44 16.86 20.08 23.67 27.00 30.73
raio (mm) 0.50 2.01 3.69 6.72 8.43 10.04 11.83 13.50 15.37
Dp (mm) 0.00 0.47 0.62 0.44 0.53 0.52 0.62 1.10 0.92
pH 4,5
Tempo (h)
Raia 0 24 48 72 96 120 144 168 192
Placat 1 1.0 3.5 6.5 11.0 13.5 16.0 19.0 20.0 24.0
2 1.0 4.0 6.5 11.0 14.0 17.5 20.5 25.0 26.0
3 1.0 4.0 7.0 12.0 14.5 17.5 21.0 25.0 26.0
Placa 2 1 1.0 4.0 75 1.3 15.5 17.5 21.0 25.0 24.0
2 1.0 3.5 8.0 12.2 15.0 17.5 22.0 30.0 24.0
3 1.0 35 8.0 13.0 16.0 17.0 23.0 23.0 26.0
Placa 3 1 1.0 4.0 7.0 10.4 13.2 15.0 18.5 21.5 24.0
2 1.0 4.0 7.2 10.5 135 15.5 18.5 22.0 25.0
3 1.0 35 7.3 10.5 13.0 15.5 18.5 20.5 26.0
Placa 4 1 1.0 4.0 7.5 9.4 12.0 14.0 17.0 17.0 24.0
2 1.0 4.0 7.0 9.8 12.8 15.0 16.0 21.0 25.0
3 1.0 35 7.0 11.0 13.5 16.0 20.0 19.0 26.0
Placa5 1 1.0 35 8.0 11.6 15.0 17.0 21.0 23.5 25.0
2 1.0 3.8 8.0 10.6 15.0 16.5 19.0 22.0 26.0
3 1.0 3.5 7.5 11.3 15.0 16.5 18.5 20.0 25.0
Dm (mm) 1.00 3.75 7.33 11.04 14.10 16.27 19.57 22.30 25.07
raio (mm) 0.50 1.88 3.67 5.52 7.05 8.13 9.78 11.15 12.53
Dp (mm) 0.00 0.25 0.52 0.92 1.14 1.10 1.88 3.14 0.88
pH 5,0
Tempo (h)
Raia 0 24 48 72 96 120 144 168 192
Placat 1 1.0 3.0 7.0 11.0 15.0 18.0 18.5 27.0 21.0
2 1.0 3.5 6.5 10.5 14.0 17.0 19.0 27.0 22.0
3 1.0 3.0 6.5 11.0 14.5 17.5 19.0 28.0 22.0
Placa 2 1 1.0 3.2 6.5 10.0 13.5 17.0 19.5 18.0 27.0
2 1.0 3.6 6.5 1.5 15.0 17.0 18.5 20.0 25.0
3 1.0 3.7 6.0 10.0 13.0 16.5 18.0 18.0 25.0
Placa 3 1 1.0 4.0 7.0 9.5 12.0 15.0 18.5 22.0 24.0
2 1.0 35 6.5 9.0 12.0 145 19.0 21.0 24.0
3 1.0 35 6.5 9.5 12.0 15.5 20.0 21.0 24.0
Placa 4 1 1.0 4.0 6.0 10.5 14.0 16.5 21.0 19.0 25.0
2 1.0 3.5 6.5 11.0 14.0 17.5 20.0 20.0 25.0
3 1.0 4.0 6.5 10.0 15.0 17.0 18.5 20.0 24.0
Placa5 1 1.0 3.7 6.5 10.0 14.0 15.0 19.0 20.0 24.0
2 1.0 3.2 6.5 10.0 14.0 16.0 19.0 20.0 24.0
3 1.0 3.2 6.4 9.5 13.5 16.0 18.5 20.0 24.0
Dm (mm) 1.00 3.54 6.50 10.29 13.67 16.58 19.13 21.75 24.00
raio (mm) 0.50 177 3.25 5.15 6.83 8.29 9.56 10.88 12.00
Dp (mm) 0.00 0.34 0.27 0.70 1.05 1.04 0.78 3.25 1.46
pH 5,5
Tempo (h)
Raia 0 24 48 72 96 120 144 168 192
Placal 1 1.0 35 6.5 10.0 14.8 18.0 22.0 26.0 27.0
2 1.0 4.0 6.5 10.8 14.8 17.0 225 25.0 26.5
3 1.0 4.0 6.0 11.0 15.2 18.0 23.0 24.0 27.0
Placa 2 1 1.0 45 7.0 1.0 13.0 17.0 22.0 25.0 25.0
2 1.0 4.0 7.5 10.2 14.0 18.5 22.0 26.0 26.5
3 1.0 45 7.5 10.0 14.2 17.0 215 25.0 26.5
Placa 3 1 1.0 4.0 6.6 10.2 14.0 17.5 22.0 24.0 26.5
2 1.0 45 71 10.4 14.5 16.0 22.0 24.0 255
3 1.0 4.0 7.0 1.0 14.5 17.0 22.0 25.0 26.0
Placa 4 1 1.0 4.0 6.2 10.0 12.0 16.0 22.0 25.0 27.0
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2 1.0 4.5 7.0 10.5 15.0 16.0 22.0 25.0 28.0
3 1.0 4.5 75 11.0 15.5 16.0 21.0 26.0 28.0
Placa5 1 1.0 4.5 7.0 11.0 15.5 17.0 21.0 24.0 29.0
2 1.0 4.5 7.2 12.0 15.5 16.0 21.0 24.0 29.0
3 1.0 4.0 7.3 11.2 16.0 16.5 21.0 23.2 29.0
Dm (mm) 1.00 4.20 6.93 10.69 14.57 16.90 21.80 24.75 27.10
raio (mm) 0.50 2.10 3.46 5.34 7.28 8.45 10.90 12.37 13.55
Dp (mm) 0.00 0.32 0.47 0.57 1.04 0.83 0.59 0.86 1.26
pH 6,0
Tempo (h)
Raia 0 24 48 72 96 120 144 168 192
Placat 1 1.0 3.0 5.0 10.0 12.0 14.5 17.0 19.5 22.0
2 1.0 3.5 5.0 10.0 1.5 14.5 18.0 21.0 19.0
3 1.0 3.3 5.0 9.0 12.0 15.5 17.5 19.5 20.0
Placa 2 1 1.0 3.2 6.0 8.5 11.0 15.5 18.5 18.5 24.0
2 1.0 35 6.0 8.0 11.0 14.0 17.0 23.0 23.0
3 1.0 2.8 6.0 8.0 1.2 15.2 16.5 22.0 23.0
Placa 3 1 1.0 25 6.0 9.5 12.0 14.5 17.0 20.0 24.0
2 1.0 25 6.0 9.5 12.0 14.5 17.5 19.0 23.0
3 1.0 35 6.5 10.0 1.5 15.5 18.0 19.0 25.0
Placa 4 1 1.0 25 6.0 8.5 1.5 15.5 18.0 21.0 26.0
2 1.0 35 5.0 8.5 1.5 15.5 18.5 21.0 25.0
3 1.0 35 55 75 11.0 14.0 18.0 19.0 22.0
Placa5 1 1.0 25 5.5 8.7 11.0 145 15.5 20.0 25.0
2 1.0 2.5 5.0 9.0 1.5 14.3 18.0 19.5 23.0
3 1.0 3.2 6.2 10.0 11.0 14.5 17.5 19.0 24.0
Dm (mm) 1.00 311 5.67 8.92 11.52 14.89 17.63 20.21 23.00
raio (mm) 0.50 1.55 2.83 4.46 5.76 7.45 8.81 10.10 11.50
Dp (mm) 0.00 0.44 0.53 0.83 0.41 0.58 0.80 1.28 1.90
pH 6,5
Tempo (h)
Raia 0 24 48 72 96 120 144 168 192
Placa1 1 1.0 35 7.0 10.8 14.0 17.5 21.0 26.5 29.0
2 1.0 4.0 7.0 10.3 15.0 18.0 22.0 25.0 30.0
3 1.0 4.0 7.0 11.0 14.5 19.0 21.0 26.5 31.0
Placa 2 1 1.0 4.0 6.5 1.2 16.0 21.0 21.5 26.5 31.0
2 1.0 4.5 7.0 12.0 17.0 21.5 22.0 26.5 30.0
3 1.0 3.5 7.5 1.2 17.0 22.0 21.5 26.5 29.0
Placa 3 1 1.0 4.0 7.5 10.5 135 17.0 21.0 25.0 29.5
2 1.0 4.0 7.5 10.3 14.0 18.0 23.0 26.5 30.0
3 1.0 4.0 7.5 10.2 15.0 18.5 24.0 25.5 30.0
Placa 4 1 1.0 4.0 6.0 11.0 13.5 16.0 23.0 26.0 30.0
2 1.0 4.0 6.5 11.0 14.0 17.0 22.0 25.0 30.0
3 1.0 4.0 6.5 11.0 15.5 18.0 22.0 26.0 30.0
Placa5 1 1.0 35 7.0 10.8 15.0 19.0 22.0 26.0 30.0
2 1.0 3.5 7.5 11.0 15.0 19.0 23.0 25.0 29.0
3 1.0 3.5 7.5 11.0 15.0 21.0 24.0 25.0 29.0
Dm (mm) 1.00 3.87 7.03 10.89 14.93 18.83 22.20 25.84 29.83
raio (mm) 0.50 1.93 3.52 5.44 7.47 9.42 11.10 12.92 14.92
Dp (mm) 0.00 0.30 0.48 0.45 1.10 1.80 1.00 0.68 0.65
pH 7,0
Tempo (h)
Raia 0 24 48 72 96 120 144 168 192
Placat 1 1.0 2.5 6.0 9.2 1.5 15.0 15.5 19.0 17.0
2 1.0 3.2 5.0 8.8 11.0 15.0 16.0 19.0 20.0
3 1.0 3.2 6.0 9.1 12.0 14.0 16.0 18.0 18.0
Placa 2 1 1.0 35 55 8.5 12.0 16.0 16.5 21.0 20.0
2 1.0 3.3 55 9.5 12.5 16.0 16.3 19.0 24.0
3 1.0 3.0 6.0 10.0 12.5 16.0 16.2 22.0 22.0
Placa 3 1 1.0 35 5.5 9.5 1.5 15.0 16.0 18.0 26.0
2 1.0 3.0 55 9.0 12.0 16.0 16.0 20.0 27.0
3 1.0 35 6.0 9.5 12.0 16.0 16.2 18.0 30.0
Placa 4 1 1.0 3.0 5.0 8.0 10.0 14.0 16.3 17.0 22.0
2 1.0 35 5.5 9.0 12.0 13.0 16.0 18.0 21.0
3 1.0 3.4 6.0 8.0 10.5 12.5 16.5 18.0 22.0
Placa5 1 1.0 35 6.0 9.0 13.0 15.0 16.5 21.0 22.0
2 1.0 3.0 6.0 8.5 125 15.0 16.5 21.0 21.0
3 1.0 3.0 6.0 9.5 12.5 15.0 16.0 21.0 22.0
Dm (mm) 1.00 3.22 5.63 9.01 11.63 14.88 16.13 18.92 22.42
raio mm) 0.50 1.61 2.81 4.50 5.81 7.44 8.06 9.46 11.21
Dp (mm) 0.00 0.29 0.37 0.57 0.82 1.11 0.28 1.54 3.37
pH 7,5
Tempo (h)
Raia 0 24 48 72 96 120 144 168 192
Placa1 1 1.0 35 8.2 1.5 145 18.0 21.0 21.0 26.0
2 1.0 3.0 8.5 12.0 15.0 18.0 19.0 24.0 26.0
3 1.0 3.0 9.0 12.0 15.0 17.0 21.0 24.0 27.0
Placa 2 1 1.0 3.5 7.0 11.0 13.0 17.5 21.0 24.0 27.0
2 1.0 4.0 7.0 11.0 13.5 17.5 22.0 26.0 28.0
3 1.0 4.5 7.5 115 14.0 19.0 23.0 22.0 28.0
Placa 3 1 1.0 4.0 7.0 115 14.0 18.0 19.0 21.0 25.0
2 1.0 3.5 7.5 11.5 14.0 17.5 20.0 22.0 26.0
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3 1.0 35 8.0 1.7 15.0 17.0 20.0 23.0 28.0
Placa 4 1 1.0 3.0 7.0 1.5 15.0 20.0 24.0 23.0 27.0
2 1.0 35 7.0 1.5 15.0 21.0 23.0 24.0 27.5
3 1.0 4.0 7.0 12.0 16.0 21.5 21.0 23.5 28.0
Placa5 1 1.0 4.0 8.1 12.0 14.5 20.0 22.0 26.0 28.0
2 1.0 4.0 8.0 125 15.0 18.0 22.0 24.5 29.0
3 1.0 4.0 8.2 12.5 16.5 20.5 22.0 25.0 29.0
Dm (mm) 1.00 3.67 7.67 11.71 14.67 18.70 21.33 23.53 27.30
raio (mm) 0.50 1.83 3.83 5.86 7.33 9.35 10.67 11.77 13.65
Dp (mm) 0.00 0.45 0.66 0.45 0.90 1.51 1.45 1.56 1.16
pH 8,0
Tempo (h)
Raia 0 24 48 72 96 120 144 168 192
Placat 1 1.0 3.0 5.0 9.0 11.0 17.0 20.0 23.5 27.8
2 1.0 3.1 75 8.5 14.0 17.0 20.5 23.5 27.0
3 1.0 2.8 6.0 11.0 12.0 15.0 20.0 23.5 25.0
Placa 2 1 1.0 2.9 6.0 9.0 12.0 15.0 21.0 23.9 28.0
2 1.0 3.0 6.0 9.0 1.5 14.5 20.5 23.5 28.5
3 1.0 3.0 6.0 9.0 10.5 14.0 21.0 22.0 27.5
Placa 3 1 1.0 3.1 55 8.0 14.0 17.0 19.0 22.5 26.5
2 1.0 3.2 5.5 10.0 135 17.0 21.0 28.5 27.0
3 1.0 3.3 6.0 10.0 13.5 17.0 19.5 23.5 27.5
Placa 4 1 1.0 3.1 5.5 8.5 1.5 145 21.0 23.0 27.0
2 1.0 3.0 6.0 8.5 11.0 14.0 19.5 28.2 26.5
3 1.0 3.0 6.0 10.0 11.0 14.0 20.5 23.0 28.5
Placa5 1 1.0 3.0 6.0 9.5 13.0 20.0 19.5 23.5 28.5
2 1.0 3.0 5.5 10.0 13.0 19.0 19.5 23.0 28.0
3 1.0 3.0 6.5 9.5 15.0 19.0 19.0 22.5 28.0
Dm (mm) 1.00 3.04 5.93 9.30 12.43 16.27 20.10 23.17 27.42
raio (mm) 0.50 1.52 2.97 4.65 6.22 8.13 10.05 11.59 13.71
Dp (mm) 0.00 0.12 0.56 0.80 1.37 2.01 0.74 0.51 0.95
pH 8,5
Tempo (h)
Raia 0 24 48 72 96 120 144 168 192
Placal 1 1.0 35 7.0 10.5 11.0 135 17.0 24.0 27.0
2 1.0 35 75 9.5 1.5 13.5 17.0 25.0 30.0
3 1.0 35 8.2 10.0 1.8 13.0 17.5 19.0 29.0
Placa 2 1 1.0 35 6.0 9.5 12.5 15.0 17.0 18.0 20.0
2 1.0 35 6.0 9.8 12.8 14.5 16.5 18.0 20.5
3 1.0 4.0 6.0 10.0 13.0 13.5 17.5 17.5 19.5
Placa 3 1 1.0 4.0 6.0 10.0 13.5 16.0 18.0 18.0 22.0
2 1.0 35 6.5 9.3 14.0 16.0 18.0 18.5 21.0
3 1.0 35 7.0 9.0 11.0 15.5 18.0 20.0 19.8
Placa 4 1 1.0 3.0 7.0 9.0 1.5 15.2 16.0 22.0 23.0
2 1.0 35 7.0 9.5 11.0 16.5 19.0 22.5 23.0
3 1.0 4.0 8.0 9.5 11.0 16.5 20.0 21.0 24.0
Placa5 1 1.0 4.0 7.0 9.0 11.0 17.0 17.0 24.0 21.0
2 1.0 3.5 75 9.0 11.0 17.0 18.0 18.5 23.5
3 1.0 3.5 7.8 9.0 11.0 15.0 20.0 21.0 23.5
Dm (mm) 1.00 3.60 6.97 9.51 11.84 15.18 17.77 20.47 23.12
raio (mm) 0.50 1.80 3.48 4.75 5.92 7.59 8.88 10.23 11.56
Dp (mm) 0.00 0.28 0.75 0.47 1.05 1.34 1.16 2.53 3.26
pH 9,0
Tempo (h)
Raia 0 24 48 72 96 120 144 168 192
Placa1 1 1.0 3.0 6.0 10.0 11.0 16.0 17.0 20.5 20.0
2 1.0 2.5 5.0 11.0 1.5 18.0 16.5 20.5 22.0
3 1.0 35 6.0 9.0 10.5 13.0 17.0 21.0 22.5
Placa 2 1 1.0 3.5 4.5 7.5 10.5 125 17.5 19.0 23.0
2 1.0 35 5.0 8.5 11.0 13.0 17.0 19.5 22.5
3 1.0 3.0 5.0 8.0 10.5 13.0 18.0 19.0 23.0
Placa 3 1 1.0 25 5.0 8.0 12.0 13.0 18.0 19.5 24.5
2 1.0 3.0 5.5 8.0 11.0 14.0 17.5 19.0 243
3 1.0 35 5.0 8.5 11.0 13.5 18.0 20.0 20.0
Placa 4 1 1.0 35 5.2 8.5 11.0 13.0 18.5 20.5 21.5
2 1.0 3.6 5.0 8.5 11.0 13.5 19.0 20.0 22.0
3 1.0 3.4 5.5 8.5 12.0 14.0 18.5 20.4 21.0
Placa5 1 1.0 35 5.5 8.0 11.0 13.5 18.3 18.5 19.0
2 1.0 3.4 5.2 9.0 1.5 13.0 18.5 20.5 18.0
3 1.0 2.8 5.0 8.5 10.9 14.0 18.0 20.6 18.0
Dm (mm) 1.00 3.21 5.23 8.67 11.08 13.88 17.71 19.90 22.19
raio (mm) 0.50 1.60 2.61 4.33 5.54 6.94 8.85 9.95 11.10
Dp (mm) 0.00 0.38 0.41 0.88 0.47 1.42 0.71 0.76 2.06
pH 9,5
Tempo (h)
Raia 0 24 48 72 96 120 144 168 192
Placat 1 1.0 3.0 5.0 95 14.3 19.0 22.0 26.0 28.0
2 1.0 35 5.5 10.0 15.1 18.0 22.0 27.5 29.0
3 1.0 3.0 6.0 10.0 14.7 19.5 23.0 28.0 28.0
Placa 2 1 1.0 35 6.5 11.0 13.0 18.0 21.0 26.0 29.5
2 1.0 35 6.0 1.5 13.5 18.0 22.0 25.0 28.8
3 1.0 3.0 6.5 11.5 13.0 18.5 23.0 26.0 28.0
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Placa 3 1 1.0 3.0 6.5 10.0 14.5 19.5 22.0 26.0 28.0
2 1.0 35 6.5 11.0 14.9 18.0 22.0 26.5 28.0
3 1.0 3.0 6.5 11.0 15.2 18.5 23.0 26.5 29.0
Placa 4 1 1.0 35 6.5 11.0 15.0 18.0 23.0 26.0 28.0
2 1.0 3.0 6.5 11.0 14.5 18.5 23.0 25.0 29.0
3 1.0 35 6.0 11.0 14.5 18.5 23.0 24.0 30.0
Placab 1 1.0 4.0 6.5 1.5 125 18.5 22.0 24.0 30.0
2 1.0 3.5 6.5 10.5 13.0 17.0 22.0 24.0 30.0
3 1.0 3.0 4.5 10.0 13.0 18.5 21.0 25.0 30.0
Dm (mm) 1.00 3.30 6.10 10.70 14.05 18.40 2227 2570 28.89
raio (mm) 0.50 1.65 3.05 5.35 7.02 9.20 11.13 12.85 14.44
Dp (mm) 0.00 0.32 0.63 0.65 0.94 0.63 0.70 1.21 0.85
pH 10,0
Tempo (h)
Raia 0 24 48 72 96 120 144 168 192
Placat 1 1.0 3.0 6.5 9.0 14.0 17.0 20.5 24.0 27.5
2 1.0 35 6.0 9.5 13.0 17.0 20.5 24.0 28.0
3 1.0 3.3 6.5 9.5 14.5 17.5 21.0 24.5 29.0
Placa 2 1 1.0 3.3 6.0 10.0 13.0 17.5 20.5 23.5 29.0
2 1.0 3.8 6.5 10.5 145 17.0 21.5 26.0 27.5
3 1.0 4.0 6.0 9.5 14.0 17.0 21.1 25.1 31.0
Placa 3 1 1.0 4.5 6.5 9.5 13.0 17.0 215 26.0 29.5
2 1.0 35 7.0 8.5 14.0 16.5 20.8 25.0 31.0
3 1.0 3.0 4.5 10.5 13.5 17.5 20.8 24.0 28.5
Placa 4 1 1.0 35 6.0 10.3 13.0 17.0 22.0 27.0 28.0
2 1.0 3.0 6.5 9.5 13.0 17.0 20.5 24.0 28.0
3 1.0 35 6.0 9.5 135 17.0 211 252 28.5
Placa5 1 1.0 4.0 6.0 9.5 14.5 17.5 20.8 24.0 28.5
2 1.0 3.5 6.5 10.5 14.0 17.5 21.8 26.0 28.0
3 1.0 3.7 7.0 10.5 13.5 18.0 21.8 25.5 28.5
Dm (mm) 1.00 3.49 6.17 9.65 13.58 17.08 20.97 24.92 28.70
raio (mm) 0.50 1.75 3.08 4.83 6.79 8.54 10.49 12.46 14.35
p (mm) 0.00 0.42 0.59 0.61 0.59 0.37 0.52 1.02 1.08

Dm: média do diametro das col6nias; Dp: desvio padrao do diametro;

Tabela A.2: Resultados da analise estatistica proposta por Zar
(1984).
pH T (x) Z(y) T (X% T (xy) (%) N Bc SSc DF Feac Fras
2,0 864 33,37 117504 4373,68 163,47

0,037 0,676
25 864 42,79 117504 5682,64 275,26 0,048 0,439
3,0 864 52,11 117504 6877,50 403,56 0,059 1,021
35 864 64,98 117504 8662,80 640,59

4,0 864 72,09 117504 9645,64 793,34

0,074 1,936
0,082 1,548
4,5 864 60,21 117504 7959,68 540,66 0,068 1,475
5,0 864 58,23 117504 7728,00 509,58 0,066 1,326
55 864 63,96 117504 8564,48 625,17

6,0 864 52,97 117504 7115,10 431,17

9 7
9 7
9 7
9 7
9 7
9 7
9 7
9 0,073 0,930 7
9 0,061 0,340 7
6,5 864 67,21 117504 9086,54 703,00 9 0,077 0,342 7
7,0 864 51,40 117504 6850,40 400,23 9 0,058 0,853 7
9 0,073 1,577 7
9 7
9 7
9 7
9 7
9 7
5!

0,069 0,902

75 864 64,79 117504 8609,28 632,36
8,0 864 59,33 117504 8112,58 561,00
8,5 864 54,72 117504 7249,68 448,14 0,062 0,855
9,0 864 51,43 117504 6917,40 407,78 0,059 0,558
0,076 0,780

0,073 0,858

9,5 864 65,20 117504 8884,56 672,55
10,0 864 62,78 117504 8572,68 626,29

Re 14688 977,60 199756  130892,64  8834,1 153 1,114 16,415 119
8 5

Rc 257,276 135

x: Tempo (h); y: raio (mm), N: niUmero de pontos por regresséo; Bc: ; SSc: ; DF; Foalc:
; Fras: ; Re: e Rc: Hipotese nula rejeitada, pois Fcaic > Fras.
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pH 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 4,5 5,0 5,5 6,0
2,0 -13,53  -20,98 -2896 -38,59 -26,69 -2587 -36,09 -29,69
2,5 -13,53 -10,79  -21,10 -30,68 -17,96 -16,80 -26,87 -17,71
3,0 -20,98  -10,79 -11,33  -18,85  -7,47 6,06  -13,18  -2,22
3,5 28,96  -21,10  -11,33 5,74 4,15 5,64 0,63 11,19
4,0 -38,59  -30,68 -1885  -574 10,58 12,34 7,49 20,10
45 26,69 -17,96  -7,478 4,15 10,58 1,51 -4,25 6,84
5,0 -25,87  -16,80  -6,060 5,64 12,34 1,51 -6,07 5,18
55 -36,09 -26,87 -13,18 0,63 7,49 -4,25 -6,07 14,03
6,0 29,69  -17,71 -2,22 11,19 20,10 6,84 5,18 14,03
Comparagdes grifadas em cinza apresentam igualdades na velocidade de crescimento radial.
Tabela A.4: Dados que geraram a Tabela 4.2
pH 6,5 7,0 7,5 8,0 8,5 9,5 10,0
6,5 22,32 3,76 9,53 18,32 24,96 2,08 5,12
7,0 22,32 -12,31 -10,39 -3,33 -0,61 -17,37 -14,37
7,5 3,76 -12,31 3,44 9,51 12,64 -1,95 0,25
8,0 9,53 -10,39 3,44 7,10 10,79 -6,49 -3,78
8,5 18,32 -3,33 9,51 7,10 3,05 -13,95 -11,03
9,0 24,96 -0,61 12,64 10,79 3,05 -18,56 -15,18
9,5 2,08 -17,37 -1,95 -6,49 -13,95 -18,56 2,66
10 5,12 -14,37 0,25 -3,78 -11,03 -15,18 2,66

Comparagdes grifadas em cinza apresentam igualdades na velocidade de crescimento radial.
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Tabela A.5: Dados da absorbancia que geraram as Figuras 4.4 e

45,
pH
A (nm) 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 7,0 8,0 9,0 10,0
361 0,648 0,771 0,771 0,716 0,725 0,745 0,725 0,710 0,772
364 0,678 0,792 0,804 0,745 0,753 0,772 0,752 0,736 0,795
367 0,712 0,814 0,841 0,778 0,784 0,802 0,781 0,765 0,820
370 0,748 0,835 0,878 0,814 0,815 0,832 0,811 0,796 0,846
373 0,790 0,857 0,916 0,850 0,846 0,862 0,840 0,825 0,872
376 0,828 0,880 0,945 0,879 0,870 0,886 0,865 0,852 0,894
379 0,862 0,903 0,967 0,905 0,891 0,908 0,886 0,874 0,912
382 0,891 0,922 0,982 0,923 0,908 0,925 0,903 0,893 0,927
385 0,913 0,938 0,992 0,940 0,921 0,938 0,918 0,909 0,939
388 0,934 0,953 0,998 0,955 0,937 0,951 0,932 0,925 0,951
391 0,953 0,967 1,000 0,970 0,950 0,963 0,946 0,939 0,962
394 0,971 0,978 0,997 0,983 0,964 0,975 0,960 0,954 0,974
397 0,987 0,989 0,986 0,993 0,979 0,986 0,974 0,964 0,987
400 0,997 0,996 0,965 0,999 0,989 0,995 0,987 0,984 0,995
403 1,000 1,000 0,935 1,000 0,997 1,000 0,997 0,995 0,999
406 0,996 0,999 0,906 0,995 1,000 0,999 1,000 1,000 1,000
409 0,988 0,993 0,875 0,988 0,997 0,993 0,999 1,000 0,997
412 0,977 0,982 0,844 0,978 0,991 0,982 0,995 0,996 0,991
415 0,962 0,963 0,809 0,964 0,981 0,967 0,986 0,988 0,982
418 0,945 0,940 0,771 0,945 0,967 0,947 0,972 0,976 0,967
421 0,918 0,911 0,720 0,916 0,945 0,920 0,951 0,957 0,946
424 0,884 0,881 0,666 0,880 0,917 0,886 0,922 0,931 0,917
425 0,861 0,825 0,647 0,854 0,904 0,869 0,885 0,917 0,846
428 0,820 0,795 0,590 0,814 0,866 0,828 0,851 0,881 0,810
431 0,776 0,772 0,543 0,774 0,829 0,790 0,817 0,846 0,775
434 0,737 0,754 0,500 0,734 0,790 0,751 0,780 0,807 0,738
437 0,695 0,736 0,463 0,693 0,750 0,713 0,743 0,766 0,702
440 0,658 0,721 0,426 0,652 0,708 0,673 0,704 0,724 0,663
443 0,614 0,705 0,388 0,606 0,659 0,628 0,659 0,676 0,620
446 0,572 0,689 0,348 0,552 0,606 0,579 0,609 0,622 0,572
449 0,524 0,671 0,309 0,503 0,557 0,535 0,563 0,573 0,530
452 0,484 0,656 0,273 0,460 0,513 0,496 0,523 0,529 0,493
455 0,450 0,647 0,245 0,430 0,484 0,472 0,499 0,501 0,470
458 0,425 0,643 0,226 0,412 0,468 0,459 0,487 0,487 0,457
461 0,407 0,642 0,209 0,401 0,460 0,453 0,481 0,479 0,452
464 0,391 0,643 0,196 0,396 0,458 0,453 0,479 0,479 0,452
467 0,376 0,644 0,184 0,395 0,461 0,458 0,483 0,484 0,457
470 0,362 0,647 0,173 0,401 0,472 0,469 0,496 0,497 0,470
473 0,347 0,648 0,164 0,412 0,489 0,485 0,515 0,517 0,487
476 0,333 0,645 0,158 0,426 0,508 0,503 0,534 0,538 0,507

479 0,321 0,641 0,154 0,440 0,528 0,503 0,554 0,560 0,527



482
485
488
491
494
497
500
503
506
509
512
515
518
521
524
525
528
531
534
537

0,310
0,301
0,292
0,283
0,274
0,265
0,256
0,249
0,243
0,238
0,232
0,225
0,218
0,210
0,201
0,200
0,194
0,189
0,185
0,183

0,635
0,629
0,621
0,614
0,605
0,614
0,594
0,581
0,565
0,549
0,532
0,513
0,492
0,468
0,438
0,406
0,396
0,369
0,348
0,331

0,152
0,150
0,150
0,149
0,148
0,148
0,146
0,144
0,143
0,141
0,139
0,137
0,136
0,133
0,129
0,127
0,125
0,122
0,119
0,117

0,455
0,467
0,481
0,494
0,508
0,522
0,531
0,537
0,540
0,541
0,538
0,535
0,529
0,522
0,517
0,509
0,501
0,493
0,484
0,473

0,547
0,563
0,581
0,598
0,616
0,633
0,647
0,655
0,659
0,661
0,661
0,660
0,657
0,650
0,642
0,634
0,624
0,614
0,604
0,593

0,521
0,539
0,554
0,571
0,587
0,605
0,622
0,636
0,645
0,651
0,654
0,655
0,655
0,654
0,648
0,640
0,638
0,628
0,619
0,608

0,573
0,589
0,606
0,624
0,642
0,660
0,674
0,684
0,690
0,694
0,694
0,694
0,692
0,686
0,679
0,676
0,666
0,656
0,644
0,633

0,581
0,599
0,618
0,636
0,656
0,676
0,693
0,704
0,711
0,714
0,716
0,716
0,714
0,708
0,700
0,690
0,680
0,670
0,659
0,647
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0,546
0,561
0,579
0,594
0,611
0,629
0,639
0,645
0,648
0,649
0,647
0,645
0,640
0,631
0,622
0,614
0,602
0,592
0,580
0,569
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Tabela A.6: Determinagéo do comprimento de onda para quanti-
ficacao dos pigmentos produzidos pelo M. ruber.

Pigmento amarelo Pigmento laranja Pigmento vermelho
A (nm) UA A (nm) UA A (nm) UA
325 0,377 395 0,462 447 0,536
328 0,387 398 0,474 450 0,537
331 0,399 401 0,491 453 0,545
334 0,411 404 0,507 456 0,552
337 0,426 407 0,525 459 0,563
340 0,442 410 0,543 462 0,580
343 0,462 413 0,568 465 0,601
346 0,486 416 0,596 468 0,631
349 0,515 419 0,630 471 0,664
352 0,549 422 0,665 474 0,695
355 0,581 425 0,698 477 0,726
358 0,613 428 0,726 480 0,764
361 0,648 431 0,759 483 0,793
364 0,678 434 0,784 486 0,823
367 0,712 437 0,810 489 0,854
370 0,748 440 0,836 492 0,887
373 0,790 443 0,865 495 0,918
376 0,828 446 0,893 498 0,947
379 0,862 449 0,920 501 0,971
382 0,891 452 0,941 504 0,985
385 0,913 455 0,957 507 0,996
388 0,934 458 0,969 510 1,000
391 0,953 461 0,979 513 1,000
394 0,971 464 0,988 516 0,998
397 0,987 467 0,994 519 0,996
400 0,997 470 1,000 522 0,991
403 1,000 473 1,000 525 0,978
406 0,996 476 0,993 528 0,952
409 0,988 479 0,975 531 0,918
412 0,977 482 0,952 534 0,876
415 0,962 485 0,921 537 0,824
418 0,945 488 0,886 540 0,764
421 0,918 491 0,843 543 0,698
424 0,884 494 0,799 546 0,680
425 0,861 497 0,810 549 0,645
428 0,820 500 0,767 552 0,612
431 0,776 503 0,740 555 0,585
434 0,737 506 0,717 558 0,565
437 0,695 509 0,701 561 0,548
440 0,658 512 0,686 564 0,530
443 0,614 515 0,670 567 0,512
446 0,572 518 0,654 570 0,497
449 0,524 521 0,638 573 0,484

UA: Unidades de absorbancia.
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APENDICE B
Tabela B.1: Dados que geraram a Figura 4.19.
Branco
NaOH (mL) NaOH (meq) pH Abs 470 Abs 510

0,00 0,00 2,046 0,380 0,356
0,40 0,40 2,088 0,375 0,342
1,00 1,00 2,158 0,372 0,334
1,50 1,50 2,200 0,370 0,318
2,00 2,00 2,312 0,368 0,305
2,50 2,50 2,414 0,363 0,295
3,00 3,00 2,556 0,357 0,287
3,50 3,50 2,796 0,339 0,276
3,80 3,80 2,957 0,333 0,270
4,10 4,10 3,538 0,318 0,255
4,20 4,20 4,054 0,316 0,251
4,30 4,30 7,281 0,256 0,228
4,33 4,33 9,394 0,268 0,237
436 4,36 9,977 0,285 0,249
4,40 4,40 10,257 0,299 0,258
4,43 4,43 10,446 0,309 0,268
4,50 4,50 10,597 0312 0,278
4,70 4,70 10,927 0,322 0,292
5,00 5,00 11,209 0,332 0,303
5,30 5,30 11,280 0,398 0,375
5,60 5,60 11,402 0,426 0,406
6,00 6,00 11,503 0,460 0,445
6,50 6,50 11,606 0,470 0,463

7,50 7,50 11,759 0,492 0,479
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Tabela B.2: Dados que geraram a Figura 4.20.

Glicina
NaOH (mL) NaOH (meq) pH Abs 470 Abs 510
0,00 0,00 1,900 0,269 0,289
1,00 1,00 1,952 0,267 0,282
3,00 3,00 2,059 0,266 0,281
6,30 6,30 2,246 0,266 0,279
8,00 8,00 2,338 0,255 0,282
10,00 10,00 2,453 0,256 0,271
12,00 12,00 2,571 0,250 0,270
13,00 13,00 2,641 0,258 0,273
14,00 14,00 2,709 0,258 0,274
16,00 16,00 2,870 0,253 0,275
17,00 17,00 2,962 0,252 0,267
18,00 18,00 3,068 0,250 0,267
19,00 19,00 3,205 0,248 0,267
20,00 20,00 3,360 0,245 0,266
21,00 21,00 3,596 0,249 0,267
21,50 21,50 3,755 0,249 0,269
21,80 21,80 3,922 0,251 0,276
22,00 22,00 4,033 0,253 0,278
22,10 22,10 4,123 0,254 0,279
22,30 22,30 4,305 0,260 0,281
22,40 22,40 4,473 0,260 0,280
22,50 22,50 4,728 0,264 0,284
22,60 22,60 4,887 0,270 0,291
22,75 22,75 5,658 0,354 0,359
22,85 22,85 6,807 0,368 0,397
22,90 22,90 7,222 0,401 0,412
23,00 23,00 7,446 0,411 0,424
23,20 23,20 7,655 0,413 0,446
23,50 23,50 7,881 0,419 0,462
23,70 23,70 8,006 0,413 0,495
24,00 24,00 8,117 0,416 0,512
24,30 24,30 8,210 0,416 0,543
24,70 24,70 8,338 0,440 0,586
25,50 25,50 8,493 0,427 0,612
26,50 26,50 8,654 0,463 0,660
28,30 28,30 8,868 0,475 0,690
29,50 29,50 8,968 0,494 0,705
31,50 31,50 9,130 0,515 0,740
33,50 33,50 9,266 0,545 0,775
35,50 35,50 9,390 0,555 0,790
37,50 37,50 9,510 0,579 0,808
39,50 39,50 9,630 0,595 0,810
41,50 41,50 9,761 0,603 0,811
42,50 42,50 9,832 0,609 0,818
44,00 44,00 9,938 0,615 0,817
46,00 46,00 10,123 0,627 0,809
47,50 47,50 10,305 0,652 0,805
48,80 48,80 10,522 0,653 0,795
49,30 49,30 10,633 0,648 0,785
49,80 49,80 10,747 0,690 0,776

50,40 50,40 10,822 0,674 0,720




50,90
51,20
51,90
52,40
52,90
53,20
54,50
55,70
57,50
59,50
63,00
66,50
71,50
76,00
85,00
100,00

50,90
51,20
51,90
52,40
52,90
53,20
54,50
55,70
57,50
59,50
63,00
66,50
71,50
76,00
85,00
100,00

10,981
11,114
11,322
11,462
11,566
11,622
11,778
11,907
12,010
12,106
12,234
12,323
12,413
12,477
12,567
12,672

0,688
0,717
0,726
0,764
0,750
0,741
0,745
0,725
0,681
0,621
0,553
0,455
0,349
0,265
0,217
0,176

0,698
0,673
0,623
0,573
0,520
0,475
0,407
0,349
0,288
0,235
0,192
0,151
0,118
0,102
0,095
0,086
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Tabela B.3: Dados que geraram a Figura 4.21.

monoglutamato

NaOH (mL) NaOH (meq) pH Abs 470 Abs 510
0,00 0,00 2,113 0,332 0,279
0,20 0,20 2,132 0,333 0,276
0,50 0,50 2,147 0,328 0,270
0,80 0,80 2,163 0,321 0,266
1,80 1,80 2,205 0,322 0,265
2,80 2,80 2,249 0,316 0,260
3,60 3,60 2,286 0,318 0,260
4,60 4,60 2,333 0,314 0,257
5,50 5,50 2,365 0,308 0,254
6,20 6,20 2,400 0,302 0,248
7,30 7,30 2,452 0,296 0,242
8,30 8,30 2,502 0,295 0,243
9,20 9,20 2,552 0,300 0,250
10,40 10,40 2,613 0,289 0,238
11,50 11,50 2,676 0,287 0,233
12,50 12,50 2,738 0,288 0,239
13,50 13,50 2,795 0,273 0,223
14,70 14,70 2,863 0,266 0,222
16,00 16,00 2,964 0,267 0,224
17,30 17,30 3,054 0,287 0,236
18,90 18,90 3,174 0,277 0,235
20,20 20,20 3,279 0,264 0,219
21,60 21,60 3,394 0,278 0,238
23,00 23,00 3,501 0,278 0,237
24,30 24,30 3,608 0,274 0,225
25,70 25,70 3,703 0,278 0,227
27,40 27,40 3,822 0,285 0,233
29,20 29,20 3,941 0,276 0,230
30,50 30,50 4,012 0,267 0,222
32,50 32,50 4,127 0,254 0,217
34,50 34,50 4,248 0,259 0,218
36,20 36,20 4,357 0,249 0,216
37,50 37,50 4,444 0,235 0,215
39,20 39,20 4,565 0,240 0,215
40,90 40,90 4,705 0,235 0,216
42,40 42,40 4,854 0,236 0,214
43,70 43,70 5,019 0,236 0,214
4470 44,70 5,175 0,247 0,223
45,40 45,40 5,325 0,255 0,233
46,00 46,00 5,497 0,267 0,244
46,30 46,30 5,613 0,281 0,259
46,60 46,60 5,757 0,397 0,366
46,70 46,70 5,824 0,299 0,277
46,80 46,80 5,953 0,333 0,303
46,90 46,90 6,054 0,315 0,291
47,10 47,10 6,201 0,312 0,298
47,20 47,20 6,416 0,339 0,320
47,25 47,25 6,499 0,343 0,322
47,30 47,30 6,588 0,361 0,340
47,33 47,33 6,685 0,355 0,338




47,36
47,40
47,43
47,46
47,50
47,60
47,65
47,75
47,90
48,10
48,20
48,55
48,90
49,30
50,00
50,70
51,35
52,50
53,70
55,00
57,00
59,70
63,00
66,00
71,00

47,36
47,40
47,43
47,46
47,50
47,60
47,65
47,75
47,90
48,10
48,20
48,55
48,90
49,30
50,00
50,70
51,35
52,50
53,70
55,00
57,00
59,70
63,00
66,00
71,00

6,786
6,882
6,976
7,067
7,142
7,284
7,399
7,549
7,690
7,810
7,905
8,042
8,162
8,283
8,426
8,542
8,632
8,770
8,885
8,993
9,145
9,273
9,532
9,660
10,152

0,366
0,370
0,379
0,383
0,401
0,413
0,429
0,420
0,438
0,445
0,446
0,454
0,469
0,461
0,464
0,484
0,504
0,527
0,548
0,592
0,590
0,631
0,649
0,667
0,738

0,343
0,356
0,363
0,372
0,392
0,414
0,429
0,443
0,467
0,486
0,499
0,519
0,542
0,566
0,577
0,630
0,663
0,697
0,725
0,785
0,798
0,859
0,881
0,899
0,950
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Tabela B.4: Dados que geraram a Figura 4.22.

tirosina
NaOH (mL) NaOH (meq) pH Abs 470 Abs 510
0,00 0,00 1,460 0,297 0,373
2,00 2,00 1,532 0,296 0,373
4,10 4,10 1,629 0,295 0,372
6,00 6,00 1,737 0,294 0,372
8,00 8,00 1,880 0,292 0,371
9,70 9,70 2,034 0,290 0,369
11,00 11,00 2,106 0,289 0,367
12,00 12,00 2,214 0,289 0,366
12,30 12,30 2,249 0,288 0,366
12,50 12,50 2,281 0,282 0,367
12,80 12,80 2,317 0,283 0,365
13,00 13,00 2,348 0,281 0,364
13,50 13,50 2,433 0,281 0,363
14,00 14,00 2,522 0,280 0,363
14,30 14,30 2,577 0,279 0,360
14,50 14,50 2,618 0,279 0,360
15,00 15,00 2,737 0,276 0,361
16,00 16,00 3,005 0,275 0,363
16,50 16,50 3,468 0,276 0,361
16,60 16,60 3,641 0,274 0,363
16,63 16,63 3,740 0,275 0,391
16,66 16,66 3,877 0,274 0,399
16,70 16,70 4,096 0,276 0,415
16,83 16,83 4,702 0,282 0,419
16,86 16,86 5,812 0,295 0,443
16,90 16,90 6,570 0,306 0,477
16,96 16,96 7,611 0,311 0,484
17,00 17,00 7,787 0,312 0,500
17,10 17,10 8,017 0,316 0,518
17,20 17,20 8,273 0,320 0,526
17,40 17,40 8,417 0,326 0,538
17,50 17,50 8,544 0,332 0,550
17,60 17,60 8,669 0,336 0,559
17,80 17,80 8,761 0,337 0,561
17,90 17,90 8,845 0,339 0,566
18,05 18,05 8,920 0,345 0,567
18,15 18,15 8,985 0,347 0,571
18,30 18,30 9,030 0,349 0,582
18,45 18,45 9,039 0,353 0,593
18,60 18,60 9,087 0,355 0,599
18,80 18,80 9,126 0,358 0,603
19,00 19,00 9,165 0,357 0,610
19,10 19,10 9,180 0,358 0,612
19,35 19,35 9,214 0,359 0,613
19,60 19,60 9,254 0,360 0,615
20,00 20,00 9,296 0,364 0,615
20,50 20,50 9,354 0,366 0,616
21,00 21,00 9,414 0,366 0,617
21,50 21,50 9,470 0,367 0,625

22,00 22,00 9,480 0,367 0,628




23,00
23,50
24,00
24,50
25,00
25,50
26,00
26,30
26,50
27,00
27,50
28,00
28,50
29,00
29,50
30,00
30,50
31,00
31,50
32,00
32,50
33,00
33,50
34,00
35,00
36,00
37,00
38,00
39,00
40,00
42,00
44,00
46,00
48,00
50,00

23,00
23,50
24,00
24,50
25,00
25,50
26,00
26,30
26,50
27,00
27,50
28,00
28,50
29,00
29,50
30,00
30,50
31,00
31,50
32,00
32,50
33,00
33,50
34,00
35,00
36,00
37,00
38,00
39,00
40,00
42,00
44,00
46,00
48,00
50,00

9,530
9,628
9,681

9,780
9,877
9,974
10,066
10,138
10,184
10,290
10,409
10,542
10,676
10,825
10,999
11,254
11,355
11,437
11,507
11,567
11,625
11,674
11,716
11,716
11,764
11,816
11,867
11,910
11,947
11,981
12,039
12,087
12,130
12,166
12,198

0,367
0,366
0,363
0,364
0,363
0,359
0,356
0,353
0,350
0,351
0,346
0,344
0,338
0,331
0,326
0,322
0,319
0,316
0,313
0,307
0,301
0,299
0,294
0,294
0,290
0,291
0,289
0,288
0,288
0,283
0,275
0,269
0,256
0,198

0,627
0,633
0,633
0,651
0,652
0,650
0,650
0,646
0,643
0,638
0,640
0,635
0,633
0,629
0,630
0,628
0,625
0,623
0,618
0,617
0,615
0,613
0,600
0,592
0,583
0,579
0,575
0,568
0,563
0,558
0,545
0,535
0,527
0,517
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Tabela B.5: Dados que geraram a Figura 23.

metionina
NaOH (mL) NaOH (meq) pH Abs 470 Abs 510
0,00 0,00 1,625 0,200 0,238
2,20 2,20 1,707 0,217 0,264
4,00 4,00 1,781 0,189 0,231
7,10 7,10 1,925 0,184 0,225
10,30 10,30 2,082 0,176 0,215
12,80 12,80 2,208 0,158 0,191
16,60 16,60 2,417 0,157 0,194
19,90 19,90 2,609 0,153 0,190
22,70 22,70 2,800 0,152 0,190
25,30 25,30 3,022 0,142 0,175
27,20 27,20 3,247 0,145 0,179
28,40 28,40 3,436 0,144 0,179
29,20 29,20 3,625 0,141 0,177
29,70 29,70 3,783 0,143 0,181
30,00 30,00 3,922 0,136 0,173
30,30 30,30 4,131 0,138 0,174
30,50 30,50 4,356 0,142 0,178
30,80 30,80 4,982 0,140 0,177
30,83 30,83 5,238 0,141 0,178
30,86 30,86 5,586 0,139 0,183
30,90 30,90 5,972 0,150 0,194
30,93 30,93 6,246 0,160 0,205
31,00 31,00 6,440 0,169 0,221
31,03 31,03 6,600 0,214 0,271
31,06 31,06 6,720 0,189 0,248
31,20 31,20 6,900 0,210 0,272
31,30 31,30 7,043 0,211 0,282
31,40 31,40 7,020 0,220 0,305
31,50 31,50 7,316 0,224 0,316
31,70 31,70 7,439 0,240 0,343
31,90 31,90 7,554 0,261 0,396
32,10 32,10 7,635 0,271 0,425
32,30 32,30 7,735 0,285 0,473
32,60 32,60 7,820 0,296 0,499
32,90 32,90 7,907 0,309 0,544
33,35 33,35 8,001 0,319 0,582
34,00 34,00 8,129 0,332 0,632
34,60 34,60 8,223 0,345 0,662
35,50 35,50 8,346 0,359 0,701
36,60 36,60 8,464 0,362 0,735
37,65 37,65 8,572 0,380 0,778
37,90 37,90 8,607 0,383 0,782
39,30 39,30 8,807 0,387 0,788
42,00 42,00 8,929 0,389 0,793
44,10 44,10 9,077 0,391 0,802
47,10 47,10 9,289 0,392 0,808
50,00 50,00 9,519 0,394 0,818
52,00 52,00 9,703 0,395 0,821
54,00 54,00 9,957 0,396 0,822

55,00 55,00 10,141 0,397 0,823




56,00
56,30
57,00
57,50
57,80
58,00
58,30
58,60
58,90
59,50
60,00
60,50
61,00
62,00
63,00
64,50
66,00
68,00
70,00
73,00
76,00

56,00
56,30
57,00
57,50
57,80
58,00
58,30
58,60
58,90
59,50
60,00
60,50
61,00
62,00
63,00
64,50
66,00
68,00
70,00
73,00
76,00

10,399
10,503
10,835
11,121
11,274
11,360
11,454
11,543
11,616
11,730
11,809
11,872
11,928
12,022
12,100
12,174
12,242
12,320
12,382
12,458
12,520

0,398
0,399
0,400
0,400
0,400
0,396
0,395
0,392
0,387
0,387
0,384
0,382
0,381
0,380
0,378
0,374
0,374
0,374
0,371
0,370
0,368

0,818
0,821
0,818
0,817
0,816
0,815
0,812
0,806
0,799
0,793
0,786
0,784
0,779
0,776
0,773
0,766
0,760
0,760
0,762
0,756
0,740
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Tabela B.6: Dados que geraram a Figura 4.24.

histidina
NaOH (mL) NaOH (meq) pH Abs 470 Abs 510
0,00 0,00 1,654 0,284 0,245
1,00 1,00 1,707 0,284 0,247
2,00 2,00 1,770 0,283 0,240
3,00 3,00 1,843 0,284 0,248
4,00 4,00 1,930 0,283 0,240
5,50 5,50 2,089 0,282 0,247
7,00 7,00 2,325 0,283 0,245
7,50 7,50 2,441 0,280 0,243
8,00 8,00 2,570 0,282 0,240
8,50 8,50 2,780 0,283 0,238
9,00 9,00 3,139 0,281 0,243
9,10 9,10 3,325 0,280 0,241
9,20 9,20 3,451 0,279 0,240
9,30 9,30 3,833 0,280 0,237
9,40 9,40 3,988 0,279 0,242
9,43 9,43 4,138 0,282 0,237
9,50 9,50 4,399 0,279 0,238
9,60 9,60 4,570 0,280 0,240
9,70 9,70 4,711 0,279 0,235
9,80 9,80 4,817 0,278 0,248
9,90 9,90 4,909 0,277 0,240
10,00 10,00 4,985 0,263 0,242
10,10 10,10 5,074 0,269 0,243
10,20 10,20 5,134 0,267 0,246
10,30 10,30 5,182 0,276 0,246
10,50 10,50 5,282 0,272 0,244
10,70 10,70 5,373 0,277 0,250
11,00 11,00 5,506 0,275 0,250
11,20 11,20 5,590 0,279 0,256
11,50 11,50 5,700 0,286 0,264
11,90 11,90 5,850 0,290 0,273
12,50 12,50 6,096 0,303 0,286
12,80 12,80 6,245 0,305 0,298
13,00 13,00 6,341 0,309 0,306
13,20 13,20 6,471 0,323 0,316
13,40 13,40 6,606 0,324 0,326
13,70 13,70 7,000 0,336 0,348
14,00 14,00 7,448 0,345 0,372
14,10 14,10 7,555 0,353 0,379
14,20 14,20 7,649 0,351 0,391
14,30 14,30 7,730 0,364 0,411
14,50 14,50 7,912 0,369 0,423
14,70 14,70 8,056 0,372 0,433
15,00 15,00 8,205 0,380 0,451
15,50 15,50 8,424 0,385 0,458
16,00 16,00 8,629 0,390 0,472
16,50 16,50 8,814 0,390 0,486
17,00 17,00 9,031 0,416 0,541
17,50 17,50 9,279 0,424 0,558
18,00 18,00 9,651 0,432 0,581

18,50 18,50 10,343 0,452 0,602




18,60
18,80
19,00
19,20
19,50
20,00
21,00
22,00
24,00
27,00

18,60
18,80
19,00
19,20
19,50
20,00
21,00
22,00
24,00
27,00

10,447
10,605
10,750
10,831
10,952
11,099
11,272
11,395
11,542
11,692

0,466
0,491
0,512
0,531
0,560
0,599
0,659
0,700
0,763
0,815

0,621
0,633
0,642
0,643
0,647
0,647
0,641
0,617
0,592
0,548
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APENDICE C

Tabela C.1: Dados que geraram a Figura 4.29

v(sT) T n N Torque Po Np Re 1/Re
(10" Pa) (mPa s) (rpm) (N m) (Nms")
10.812 113.354 1048.396 5 0.001796 0.000941 23821.39 0.1011 9.8947
19.447 204.971 1054.008 9 0.003248 0.003062 13294.73 0.1819 5.4970
32.421 346.562 1068.952 15 0.005492 0.008627 8092.264 0.3032 3.2982
58.363 608.327 1042.317 27 0.009641 0.027259 4384.104 0.5457 1.8323
97.206 1035.860 1065.632 45 0.016079 0.075769 2632.213 0.9096 1.0994
175.156 1801.202 1028.341 81 0.027959 0.237153 1412.659 1.6372 0.6108
291.591 3016.030 1034.337 135 0.046815 0.661835 851.5556 2.7287 0.3665
17.507 182.364 1041.653 8.1 0.002890 0.002452 14602.97 0.1637 6.1078
29.187 306.108 1048.778 135 0.004851 0.006858 8824.254 0.2729 3.6647
52.529 548.835 1044.829 243 0.008698 0.022134 4883.155 0.4912 2.0359
14.588 151.429 1038.040 6.75 0.002400 0.001696 17461.1 0.1364 7.3294
26.249 278.741 1061.903 12.15 0.004418 0.005621 9920.195 0.2456 4.0719
9.723 102.645 1055.648 4.5 0.001627 0.000767 26630.83 0.0910 10.9941
16.203 168.086 1037.404 7.5 0.002664 0.002092 15699.33 0.1516 6.5964
29.181 307.298 1053.057 135 0.004870 0.006885 8858.554 0.2729 3.6647
48.603 510.760 1050.879 225 0.008095 0.019072 5300.578 0.4548 2.1988
87.460 877.933 1003.806 40.5 0.013627 0.057796 2754.204 0.8186 1.2216
145.809 1461.050 1002.028 67.5 0.022679 0.160306 1650.07 1.3644 0.7329
262.381 2688.026 1024.474 121.5 0.041724 0.530873 936.9704 2.4559 0.4072
Tabela C.2: Dados que geraram a Figura 4.30.
% (Pa) 1(s7) Bap (MPa 5) % (Pa) 1(s7) Bap (MPa 5)
11.692 1.200 9742.04 10.927 1.200 9103.20
11.573 1.201 9640.13 11.061 1.200 9215.22
15.024 2.160 6955.72 14.422 2.161 6675.32
15.381 2.161 7117.56 14.288 2.160 6615.00
18.712 3.601 5196.05 17.784 3.601 4939.12
18.831 3.601 5229.09 17.784 3.601 4938.65
22.639 6.480 3493.76 21.952 6.481 3387.07
22.401 6.480 3457.04 21.817 6.481 3366.32
25.851 10.803 2393.04 25.179 10.801 2331.20
25.851 10.804 2392.81 25.313 10.800 2343.87
29.778 19.443 1531.54 29.481 19.451 1515.69
30.016 19.447 1543.48 29.347 19.451 1508.77
33.109 32.415 1021.44 33.111 32.411 1021.59
33.228 32.411 1025.21 33.111 32.411 1021.59
37.393 58.318 641.19 37.683 58.346 645.84
37.512 58.335 643.04 37.683 58.329 646.03
41.081 97.244 422.46 41.447 97.281 426.06
41.081 97.234 422.50 41.313 97.272 424.72
46.079 175.055 263.22 46.825 174.971 267.62
46.079 175.089 263.17 46.825 174.954 267.64
51.314 291.591 175.98 52.607 291.591 180.41
51.433 291.535 176.42 52.876 291.591 181.34
57.263 524.964 109.08 60.270 525.166 114.76
55.359 525.014 105.44 60.136 525.065 114.53
56.668 525.115 107.92 60.136 525.065 114.53




Tabela C.3: Dados que geraram a Figura 4.31.
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o (skt) N (s7) Torque (N m) y(s™ T (Pa)
10.047 0.028 0.000986 11.822 18.555
13.315 0.050 0.001306 17.851 24.591
13.122 0.050 0.001287 18.203 24.236
16.006 0.083 0.001570 27.710 29.561
19.658 0.150 0.001928 46.353 36.306
22,541 0.250 0.002211 76.676 41.631
26.001 0.450 0.002551 139.561 48.021
33.882 1.350 0.003324 428.716 62.576
33.690 1.350 0.003305 432.011 62.221
37.534 2.250 0.003682 742.881 69.321
43.685 4.050 0.004286 1335.934 80.681
10.047 0.028 0.000986 11.822 18.555
13.315 0.050 0.001306 17.851 24.591
16.006 0.083 0.001570 27.710 29.561
19.273 0.150 0.001891 47.601 35.596
22.349 0.250 0.002192 77.565 41.276
26.578 0.450 0.002607 135.501 49.086
29.653 0.750 0.002909 232.554 54.766
33.306 1.350 0.003267 438.736 61.511
37.534 2.250 0.003682 742.881 69.321
43.685 4.050 0.004286 1335.934 80.681
Tabela C.4: Dados que geraram a Figura 4.32.
FI’;" D, D, Dm FI';" D, D, Dm FI';" D, D, Dpn
1 170 163 166 35 150 138 144 69 125 113 1.19
2 163 163 163 36 175 163  1.69 70 138 1.00  1.19
3 173 163 168 37 175 150  1.63 7 138 100 119
4 138 125 1.3 38 150 138 144 72 138 125 131
5 150 150  1.50 39 175 125 150 73 163 155 159
6 170 150  1.60 40 175 138 156 74 175 125 150
7 150 150 150 4 138 138  1.38 75 125 1.00 113
8 168 163 165 42 150 138 144 76 188 113 150
9 170 163  1.66 43 183 125 154 77 100 1.00  1.00
10 150 150 150 44 125 113 119 78 088 075 081
11 163 158  1.60 45 125 113 119 79 100 088 094
12 138 138  1.38 46 093 088  0.90 80 188 150  1.69
13 150 138 144 47 088 075 081 81 113 113 113
14 150 145 148 48 1.00 088 094 82 150 113 1.31
15 175 163 169 49 188 150  1.69 83 150 138 144
16 150 138 144 50 175 125 150 84 175 163  1.69
17 125 125 125 51 113 113 1.13 85 175 150  1.63
18 125 113 119 52 113 113 113 86 138 100 119
19 138 133 135 53 075 075 075 87 125  1.00  1.13
20 163 150 156 54 150 113 131 88 188 113 150
21 113 100  1.06 55 163 125 144 89 100  1.00  1.00
22 163 150 156 56 175 113 144 20 113 1.00  1.06
23 143 138 140 57 138 100 119 91 150 163 156
24 150 148  1.49 58 163 150 156 92 168 163  1.65
25 150 113 131 59 113 113 113 93 170 163  1.66
26 150 138 144 60 175 113 1.44 94 150 150 150
27 163 150 156 61 113 113 113 95 163 158  1.60
28 150 150 150 62 138 1.00  1.19 96 138 138  1.38
29 163 150 156 63 125 100 1.13 97 150  1.38 144
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30 1.75 1.50 1.63 64 1.88 1.13 1.50 98 1.50 1.45 1.48
31 1.75 1.63 1.69 65 1.00 1.00 1.00 99 1.75 1.63 1.69
32 1.38 1.25 1.31 66 1.13 1.00 1.06 100 1.50 1.38 1.44
33 1.13 1.13 1.13 67 1.50 1.63 1.56
34 1.50 1.13 1.31 68 1.38 1.13 1.25

Medidas realizadas em microscopio com ampliagao de 40X. D; e D; signi-
ficam os raios dos pellets em milimetros e Dn, € a média em milimetros.

Tabela C.5: Dados que geraram a Figura 4.33.

Concentragio de Biomassa (g L)

25.67 30.32 37.02 46.07 50.80 56.20 63.20

v(s") T (mPa) T (mPa) T (mPa) T (mPa) T (mPa) T (mPa) T (mPa)
3.070 4.554 8.324 17.870 40.072 57.891 104.199 149.067
5.482 5.785 9.658 20.021 49.531 62.919 120.458 179.622
9.154 5.865 10.410 21.967 56.170 74.605 139.538 198.217
9.154 5.865 10.410 21.967 56.170 74.605 139.538 198.217
16.445 6.678 11.910 22.964 61.629 76.408 150.287 236.935
27.408 7.952 13.422 25.454 70.546 86.156 176.012 236.935
49.334 8.969 14.465 28.839 79.331 96.655 198.600 269.269
82.223 9.744 16.145 30.706 81.715 119.723 228.726 366.316
148.001 11.273 18.658 34.070 91.473 119.723 264.334 366.316
246.668 12.471 20.817 35.938 293.993 124.668
444.002 14.398 23.123 40.326 330.096 124.668
740.003 16.174 25.424 42.482 90.926 171.159
1332.005 18.445 28.376 46.715 102.749 171.159
3.070 4.845 137.541 232.591
5.482 5.454 137.541 259.071
9.154 6.050 155.867 316.040
16.445 6.959 171.809 146.471
27.408 8.109 165.962
49.334 9.104 198.250
82.223 9.945 225.550
148.001 11.261 269.645
246.668 12.497 300.434
444,002 14.369 359.240

740.003 15.961
1332.005 18.464




Tabela D.1: Dados que geraram as Figuras 4.38 e 4.39.

APENDICE D

Membrana nova

Membrana utilizada 5 vezes

T (s) Cp1 Cpz  Cps In In In Cps  Cps Cps In In In
(%) (%) (%) () (%) (%)

8 21,3 188 222 -024 -021 -0,25 91 8,6 99 -0,10 -0,09 -0,10
9 288 268 298 -0,34 -031 -035 127 124 134 -0,14 -0,13 -0,14
10 36,0 338 372 -045 -041 -047 165 164 174 -0,18 -0,18 -0,19
11 42,8 40,7 439 -056 -052 -058 206 205 215 -0,23 -023 -024
12 49,1 471 502 -068 -064 -070 246 245 256 -028 -0,28 -0,30
13 548 530 558 -0,79 -0,76 -0,82 285 284 294 -0,34 -0,33 -0,35
14 599 582 609 -091 -087 -094 323 321 329 -0.39 -0,39 -0,40
15 644 629 654 -1,03 -099 -1,06 359 358 365 -044 -044 -045
16 679 670 693 -1,14 -1,11 -1,18 394 392 40,0 -050 -0,50 -0,51
17 71,2 70,7 728 -1,24 -1,23  -1,30 42,7 425 433 -056 -055 -0,57
18 74,7 739 759 -137 -1,34  -1,42 458 456 46,4 -0,61 -0,61 -0,62
19 77,7 76,7 786 -150 -1,46 -154 488 486 494 -0,67 -0,67 -0,68
20 799 793 810 -160 -158 -166 516 515 523 -0,73 -0,72 -0,74
21 820 815 831 -1,71 -169 -1,78 543 541 550 -0,78 -0,78 -0,80
22 839 834 850 -183 -180 -1,90 568 56,7 574 -0,84 -0,84 -0,85
23 855 851 86,7 -193 -190 -2,02 593 59,1 59,7 -09 -0,89 -0,91
24 87,0 86,7 882 -204 -202 -214 615 614 619 -095 -095 -0,96
25 88,4 881 896 -2,15 -2,13 -226 63,7 635 641 -1,01 -1,01 -1,02
26 895 893 90,8 -225 -223 -239 657 656 662 -1,07 -1,07 -1,08
27 90,6 904 918 -2,36 -2,34 -250 67,6 675 68,1 -1,13 -1,12 -1,14
28 91,5 914 928 -247 -245 -263 695 693 699 -1,19 -1,18 -1,20
29 924 922 936 -258 255 -275 712 710 716 -1,24 -124 -126
30 931 93,0 944 -267 -266 -2,88 728 727 732 -130 -1,30 -1,32
31 93,8 93,7 951 -2,78 -2,76 -3,02 744 742 747 -136 -1,35 -1,37
32 944 944 957 -288 -288 -3,15 759 757 762 -142 -1,41 -144
33 950 950 963 -3,00 -3,00 -330 772 771 776 -1,48 -1,47 -150
34 955 955 968 -3,10 -3,10 -344 785 784 789 -154 -153 -1,56
35 9,0 959 973 -322 -319 -361 798 796 801 -160 -1,59 -1,61
36 9,3 964 97,7 -330 -332 -377 810 808 812 -166 -165 -1,67
37 96,7 96,7 980 -341 -341 -391 820 819 823 -1,71 -1,71 -173
38 97,0 971 984 -351 -354 -414 831 829 834 -1,78 -1,77 -1,80
39 97,3 974 98,7 -361 -365 -434 841 839 843 -184 -183 -1,85
40 97,6 97,7 99,0 -373 3,77 -461 850 848 853 -1,90 -1,88 -1,92
41 97,9 979 992 -386 -386 -483 859 857 862 -1,96 -1,94 -198
42 98,1 982 995 -396 -402 -530 86,7 866 870 -2,02 -2,01 -2,04
43 98,3 984 99,7 -407 -414 -581 875 873 878 -2,08 -2,06 -2,10
44 985 986 99,8 -420 -427 -621 883 881 885 -2,15 -2,13 -2,16
45 98,7 98,7 100, -434 -434 89,0 888 892 -221 -219 -223
46 98,8 98,9 ° -4,42  -451 89,7 895 898 -227 -225 -228
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47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57

58
59

99,0
99,1
99,2
99,3
99,4
99,5
99,6
99,7
99,7
99,8
99,9

99,9
99,9

99,0
99,2
99,3
99,4
99,5
99,6
99,7
99,8
99,9
99,9
100,
0

-4,61
-4,71
-4,83
-4,96
-5,12
-5,30
-5,52
-5,81
-5,81
-6,21
-6,91

-6,91
-6,91

-4,61
-4,83
-4,96
-5,12
-5,30
-5,52
-5,81
-6,21
-6,91
-6,91

90,3
90,9
91,4
92,0
92,5
92,9
93,4
93,8
94,2
94,6
95,0

95,3
95,6

90,1
90,7
91,2
91,8
92,3
92,7
93,2
93,6
94,0
94,4
94,8

95,1
95,4

90,5
91,0
91,6
92,1
92,6
93,1
93,5
93,9
94,4
94,7
95,1

95,4
95,7

-2,33
-2,40
-2,45
-2,53
-2,59
-2,65
-2,72
-2,78
-2,85
-2,92
-3,00

-3,06
-3,12

-2,31
-2,38
-2,43
-2,50
-2,56
-2,62
-2,69
-2,75
-2,81
-2,88
-2,96

-3,02
-3,08

-2,35
-2,41
-2,48
-2,54
-2,60
-2,67
-2,73
-2,80
-2,88
-2,94
-3,02

-3,08
-3,15



Tabela D.2: Dados que geraram a Figura 4.39.
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Agitagao Aeragédo ka k.a Corrig. k.a Corrig. % Varia- % Varia-
(rpm) (NL min™) Exp. (h) (h-1)* (h-1)** Géo Géo
ka Kat
200 1 5,187 5,184 5,186 0,05 0,01
250 2 23,641 23,582 23,628 0,25 0,05
250 3 28,220 28,110 28,199 0,39 0,07
250 4 32,767 32,653 32,744 0,34 0,07
500 1 47,815 47,543 47,770 0,56 0,09
500 2 64,800 64,111 64,697 1,06 0,15
500 3 87,948 86,358 87,736 1,80 0,24
500 4 82,249 81,039 82,043 1,47 0,25
750 1 39,866 39,704 39,834 0,40 0,08
750 2 71,445 70,205 71,233 1,73 0,29
750 3 83,646 81,497 83,265 2,56 0,45
750 4 75,463 73,985 75,211 1,95 0,33
1000 1 46,728 46,326 46,640 0,86 0,18
1000 2 62,647 61,417 62,401 1,96 0,39
1000 3 91,458 88,002 90,827 3,77 0,68
1000 4 98,503 94,279 97,714 4,28 0,80

*k.a corrigido pelo valor de kp da membrana utilizada em 5 cultivos; ** k.a corrigido pelo k» da membrana
nova; *** Percentegem de variagdo do k;a corrigido pelo kp da membrana utilizada em 5 cultivos; **** Percen-
tagem de variagao do k;a corrigido pelo k- da membrana nova.

Tabela D.3: Dados que geraram a Figura 4.40 e a Tabela 4.8.

Percentagem de Saturacéo (%)

H,O; (uL) Oxigénio Dissolvido Agua Meio Oh Meio 24h Meio 48h Meio 72h
(mg0,.L™")
0 0,000 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
15 0,635 8,4 8,9 5,3
30 1,270 15,3 14,1 19,2 15,9 12,2
45 1,905 27,5
50 2,117 31,8 29,2
60 2,540 39,1 31,7 31,2
70 2,963 42,6 42,4
90 3,810 53,8 53,0 60,4 47,2 45,9
110 4,657 61,2 69,2
120 5,080 80,4 61,7 63,3
130 5,503 70,6 81,2
150 6,350 80,6 97,7 100,6 90,7 87,6
170 7,197 91,2
R 0,9931 0,9960 0,9994 0,9862 0,9926
Cs 7,6775 6,7723 6,3930 7,5803 7,7435
Henry 36,5595 32,2490 30,4429 36,0967 36,8738
Diferenga (%) 11,7903 16,7307 1,2660 -0,8597
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Tabela D.4: Dados que geraram as Figuras 4.42 e 4.43.

Tempo (h)

Biomassa

Glicose

pH

Pig. Laranja

ux(h7)

Q

02
@@L’ @l (UA 7o) (mg02 gy h™)
0 0,7 16,190 3,21 0,408 10,377
7 0,7 15,971 3,19 0,366 0,000 10,305
14 0,76 14,835 3,21 0,438 0,011 9,688
21 0,82 15,073 3,19 0,515 0,010 9,953
28 0,97 15,092 3,14 0,729 0,022 12,043
35 1,5 15,110 3,15 1,155 0,050 9,721
42 2,03 14,908 3,14 1,490 0,037 11,027
49 2,55 14,212 3,12 2,230 0,029 4,067
56 3,4 12,051 3,05 3,130 0,036 3,509
63 4,4 12,363 3,02 3,460 0,032 4,220
71,5 4.5 5,586 3,04 3,680 0,003 7,976

Tabela D.5: Dados que geraram as Figuras 4.44 e 4.45.

Tempo (h) Biomassa Glicose pH Pig. Laranja 1x (h™) Qo2
(1) QL") (UA700m) (mg02 gy h")
0 0,57 17,594 6,5 0,094 12,348
7 0,58 18,079 6,5 0,076 0,002 14,455
14 0,59 17,270 6,51 0,078 0,002 14,437
21 0,59 17,860 6,47 0,063 0,001 15,000
28 0,59 17,063 6,43 0,076 0,001 16,260
35 0,60 15,580 6,5 0,086 0,002 17,980
42 0,69 15,935 6,41 0,095 0,019 28,772
49 0,96 15,657 6,34 0,096 0,040 19,486
56 1,23 15,297 6,34 0,095 0,031 19,110
63 1,45 13,921 6,21 0,097 0,022 16,491
70 1,64 12,604 6,25 0,102 0,016 15,018
77 1,77 10,778 6,39 0,014 0,010 0,000
Tabela D.6: Dados que geraram as Figuras 4.46 e 4.47.
Tempo (h) Biomassa Glicose pH Pig. Laranja ux (h™) Qo2
gL’ @@L’ (UAs70nm) (mg02 gy h™)
0 0,43 19,43 6,45 0,114 19,165
7 0,45 19,16 6,48 0,105 0,007 15,342
14 0,47 17,80 6,41 0,106 0,006 15,932
21 0,48 18,09 6,49 0,121 0,003 19,412
28 0,63 18,11 6,34 0,128 0,034 22,941
35 0,85 18,13 0,134 0,037 11,809
49 1,21 17,89 6,24 0,142 0,021 6,388
56 1,41 17,05 6,21 0,164 0,020 6,596
63 1,68 14,46 6,50 0,178 0,023 7,718
70 1,79 14,84 7,28 0,198 0,009 11,080
77 1,98 13,97 8,09 0,191 0,014 6,931




APENDICE E
Tabela E1: Dados que geraram a Tabela 4.12 e a Figura 4.80.
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Staphylococcus aureus ATCC 25922

Concentragio Halo de inibicao Média Halo D. padrao Log Inibicao
90 9,0 8,3 0,58 1,95 +
90 8,0 1,95 +
90 8,0 1,95 +
180 9,0 9,0 0,00 2,26 +
180 9,0 2,26 +
180 9,0 2,26 +
360 10,0 10,3 0,58 2,56 +
360 11,0 2,56 +
360 10,0 2,56 +
720 11,0 11,0 1,00 2,86 +
720 12,0 2,86 +
720 10,0 2,86 +

DMSO 6,0 6,0 0,00 -
DMSO 6,0 -
DMSO 6,0

Escherichia coli ATCC 25923

Concentragéo Halo de inibicao Média Halo D. padrao Log Inibicao
90 6,0 6,0 0,00 1,95 -
90 6,0 1,95 -
90 6,0 1,95 -
180 6,0 6,0 0,00 2,26 -
180 6,0 2,26 -
180 6,0 2,26 -
360 6,0 6,0 0,00 2,56 -
360 6,0 2,56 -
360 6,0 2,56 -
720 6,0 6,0 0,00 2,86 -
720 6,0 2,86 -
720 6,0 2,86 -

DMSO 6,0 6,0 0,00 -
DMSO 6,0 -
DMSO 6,0

Salmonella enteritidis ATCC 13076

Concentragéo Halo de inibicao Média Halo D. padrao Log Inibicao
90 6,0 6,0 0,00 1,95 g
90 6,0 1,95 -
90 6,0 1,95 -
180 6,0 6,0 0,00 2,26 -
180 6,0 2,26 -
180 6,0 2,26 -
360 6,0 6,0 0,00 2,56 -
360 6,0 2,56 -
360 6,0 2,56 -
720 6,0 6,0 0,00 2,86 -
720 6,0 2,86 -
720 6,0 2,86 -

DMSO 6,0 6,0 0,00 -
DMSO 6,0 -
DMSO 6,0

+: Inibiu o crescimento do microrganismo; -: nao inibiu o crescimento do microrganismo.
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Tabela E.2: Dados que geraram a Tabela 4.12 e as Figuras 4.81

e 4.82.
Staphylococcus aureus ATCC 25922
Concentragéo Halo de inibicao Média Halo D. padrao Log Inibicao
(mgmL") (mm) (mm) (mm) Concentracao (+-)
10 6,0 6,0 0,00 1,00 -
10 6,0 -
20 6,0 6,0 0,00 1,30 -
20 6,0 -
20 6,0 -
30 7,0 7,0 0,00 1,48 +
30 7,0 +
40 7,0 7,0 0,00 1,60 +
40 7,0 +
40 7,0 +
50 8,0 73 0,58 1,70 +
50 7,0 +
50 7,0 +
150 8,0 8,7 1,15 2,18 +
150 10,0 +
250 9,0 9,3 0,58 2,40 +
250 10,0 +
250 9,0 -
DMSO 6,0 6,0 0,00 -
Escherichia coli ATCC 25923
Concentragéo Halo de inibicao Média Halo D. padrao Log Inibicao
(mg mL™) (mm) (mm) (mm) Concentracao (+)
50 6,0 6,0 0,00 1,70 -
50 6,0 1,70 -
50 6,0 1,70 -
75 7,0 1,88 +
75 8,0 1,88 +
100 8,0 8,0 0,00 2,00 +
100 8,0 2,00 +
100 8,0 2,00 +
125 8,0 8,3 0,58 2,10 +
125 9,0 2,10 +
150 11,0 10,7 0,58 2,18 +
150 10,0 2,18 +
150 11,0 2,18 +
250 13,0 10,3 2,79 2,40 +
250 9,0 2,40 +
250 9,0 2,40 +
DMSO 6,0 6,0 0,00 -
Salmonella enteritidis ATCC 13076
Concentragéo Halo de inibicao Média Halo D. padrao Log Inibicao
(mg mL™) (mm) (mm) (mm) Concentracao (+)
50 6,0 6,0 0,00 1,70 -
50 6,0 1,70 -
50 6,0 1,88 -
75 6,0 6,0 0,00 1,88 -
75 6,0 2,00 -
100 6,0 6,0 0,00 2,00 -
100 6,0 2,00 -
100 6,0 2,10 -
125 6,0 6,0 0,00 2,10 -
125 6,0 2,10 -
125 6,0 2,18 -
150 6,0 6,0 0,00 2,18 -
150 6,0 2,40 -
250 6,0 6,0 0,00 2,40 -
250 6,0 2,40 -
250 6,0 -
DMSO 6,0 6,0 0,00 -

+: Inibiu o crescimento do microrganismo; -: ndo inibiu o crescimento do micror-
ganismo.
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Tabela E.3: Dados que geraram a Tabela 4.12 e as Figuras 4.83

e 4.84.
Staphylococcus aureus ATCC 25922
Concentragéo Halo de inibicao Média Halo D. padrao Log Inibicao
(mg mL™) (mm) (mm) (mm) Concentracao (+-)
27,7 6,0 6,0 0,00 1,44 -
27,7 6,0 -
27,7 6,0 -
55,4 7,0 7,7 0,58 1,74 +
55,4 8,0 +
55,4 8,0 +
110,7 8,0 8,7 0,58 2,04 +
110,7 9,0 4
110,7 9,0 +
2214 8,0 9,3 1,15 2,35 +
221,4 10,0 +
221,4 10,0 +
DMSO 6,0 -
Escherichia coli ATCC 25923
Concentragﬁo Halo de inibicao Média Halo D. padrao Log Inibicao
(mg mL™) (mm) (mm) (mm) Concentracao (+-)
27,7 9,0 9,00 0,00 1,44 +
27,7 9,0 1,44 +
27,7 9,0 1,44 +
55,4 10,0 10,67 0,58 1,74 +
55,4 11,0 1,74 +
55,4 11,0 1,74 +
110,7 12,0 12,00 0,00 2,04 +
110,7 12,0 2,04 +
110,7 12,0 2,04 +
221,4 n.d. 2,35 +
221,4 n.d. 2,35 +
221,4 n.d. 2,35 +
DMSO 6,0 -
Salmonella enteritidis ATCC 13076
Concentragéo Halo de inibicao Média Halo D. padrao Log Inibicao
(mg mL™) (mm) (mm) (mm) Concentracao (+-)
27,7 6,0 6,00 0,00 1,44 -
27,7 6,0 1,44 -
27,7 6,0 1,44 -
55,4 6,0 6,00 0,00 1,74 -
55,4 6,0 1,74 -
55,4 6,0 1,74 -
110,7 6,0 6,00 0,00 2,04 -
110,7 6,0 2,04 -
110,7 6,0 2,04 -
2214 6,0 6,00 0,00 2,35 -
221,4 6,0 2,35 -
221,4 6,0 2,35 -
DMSO 6,0 -

+: Inibiu o crescimento do microrganismo; -: ndo inibiu o crescimento do microrganismo.
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Tabela E.4: Dados que geraram a Tabela 4.12 e a Figura 4.85.

Staphylococcus aureus ATCC 25922

Concentragéo Halo de inibigcao Média Halo D. padrao Log Inibicao
(mg mL™) (mm) (mm) (mm) Concentracao (+-)
0,0156 6,0 6,0 0,0 -1,81 -
0,0156 6,0 -1,81 -
0,0313 6,0 -1,51 -
0,0313 6,0 -1,51 -
0,0625 6,0 6,0 0,0 -1,20 -
0,0625 6,0 -1,20 -
0,0625 6,0 -1,20 -
0,1250 6,0 6,0 0,0 -0,90 -
0,1250 6,0 -0,90 -
0,2500 6,0 6,0 0,0 -0,60 -
0,2500 6,0 -0,60 -
0,2500 6,0 -0,60 -
0,5000 9,0 8,7 0,6 -0,30 +
0,5000 9,0 -0,30 +
0,5000 8,0 -0,30 +
1,0000 10,0 11,0 1,0 0,00 +
1,0000 11,0 0,00 +
DMSO 6,0 -
Escherichia coli ATCC 25923
Concentragﬁo Halo de inibicao Média Halo D. padrao Log Inibicao
(mg mL™) (mm) (mm) (mm) Concentracao (+-)
0,0156 6,0 6,0 0,0 -1,81 -
0,0156 6,0 -1,81 -
0,0313 6,0 6,0 0,0 -1,51 -
0,0313 6,0 -1,51 -
0,0625 6,0 6,0 0,0 -1,20 -
0,0625 6,0 -1,20 -
0,0625 6,0 -1,20 -
0,1250 6,0 6,0 0,0 -0,90 -
0,1250 6,0 -0,90 -
0,1250 6,0 -0,90 -
0,2500 6,0 6,0 0,0 -0,60 -
0,2500 6,0 -0,60 -
0,2500 6,0 -0,60 -
0,5000 6,0 6,0 0,0 -0,30 -
0,5000 6,0 -0,30 -
0,5000 6,0 -0,30 -
1,0000 6,0 6,0 0,0 0,00 -
1,0000 6,0 0,00 -
DMSO 6,0 -
Salmonella enteritidis ATCC 13076
Concentragﬁo Halo de inibicao Média Halo D. padrao Log Inibicao
(mg mL™) (mm) (mm) (mm) Concentracao (+-)
0,0156 6,0 6,0 0,0 -1,81 -
0,0156 6,0 -1,81 -
0,0156 6,0 -1,81 -
0,0313 6,0 6,0 0,0 -1,51 g
0,0313 6,0 -1,51 -
0,0625 6,0 6,0 0,0 -1,20 g
0,0625 6,0 -1,20 -
0,0625 6,0 -1,20 -
0,1250 6,0 6,0 0,0 -0,90 -
0,1250 6,0 -0,90 -
0,2500 6,0 6,0 0,0 -0,60 -
0,2500 6,0 -0,60 -
0,5000 6,0 -0,30 -
0,5000 6,0 -0,30 -
1,0000 6,0 0,00 -
1,0000 6,0 0,00 -
DMSO 6,0 6,0 6,0 -

+: Inibiu o crescimento do microrganismo; -: ndo inibiu o crescimento do micror-
ganismo.
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ANEXO A

Infrared spectroscopy correlation table TP ™
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Figura AN1: Dados que auxiliaram na interpretacéo das Figu-
ras 4.17 e 4.18. Fonte: http://en.wikipedia.org.



236

90 b=
B0 [ i \
_.f" I'L
e 0 ! \
g \ o |
] ™, \ S ]
E B0 L kn | E I|
2 ] \ A |
g g \ \
L
= s § | 1
o | I
Mt Fal oL
2 ‘ll R vA e _.,‘»‘:l'
40 = V£ ¥ ;@ 83
W/ G If 3 1
:-.1 & E N & &5
30| == 3 § 3
3 g g
L ! L 1 1 L L
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wavenumber (em-1)

Figura AN.2: Dados que auxiliaram na interpretacéo do FTIR
do pigmento vermelho (Lian et al., 2007).

Table 3.1. Spectroscopic parameters

v=3360-3260 for the N-—H stretching frequency of the —CO-—NH-— grouping

y=1250. 1550 cm~! for trans-amides

v=1350, 1500 cm~! for cis-amides (the amide IT band at 15001575 cm~! is absent for
N-alkyl amides —CO-—NR-—)

¥=620. 1650 cm~! for the hydrogen-bonded amide bond of the a-helix conformation

v=700, 1630 (strong) and 1690 (weak) for the B-sheet conformation

v=0650, 1660 cm~! for the peptide bond in random (disordered) conformations

Figura AN.3: Dados que auxiliaram na interpretacao da Figura
4.18 (Barret e EImore, 2004).
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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