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“ {Jma verdade cientifica ndo se impbe
por convencer os que a ela se opéem
e por leva-los a verem com clareza,
mas sim, porque os oposifores acabam
morrendo e surge uma nova geragao
que aceita a verdade nova’.

Max Planck

“Qualquer caminho & apenas um caminho

e nio constitui insuffo algum — para ti mesmo
ou para os outros — abandona-lo guando assim
ordena o seu coracgéo {...). Olhe cada caminho
com cuidado e atencdo. Tente-o tantas vezes
quanto julgar necessérias... Entdo, faca a Si
mesmo e apenas a si mesmo uma pergunta:
possui este caminho um coragdo? Em.caso
afirmativo, o caminho é bom. Caso contrario,
esse caminho ndo possui importancia alguma’”

Carlos Castafieda
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b

Bi2/X

Co

dCy/dt

5,6 DMI

coeficiente dos termos de 1% grau a serem estimados para as variaveis

independentes na forma codificada;

coeficiente dos termos de 2° grau a serem estimados para as variaveis

independentes na forma codificada;

rendimento de produgdo de vitamina B12/produgdo celular {(mg B12/g célula

seca);

concentragio de oxigérﬁo dissolvido na saturagdo (mg/l),
concentra¢io de oxigénio dissolvido (mg/l);
concentragio de cabalta (mg/l);

taxa de consumo de oxigénio;

concentragio de 5,6 dimetilbenzimidazola (mg/l),

5,6 dimetilbenzimidazola;

coeficiente de extragao;

fator de extragdo,

niimero de varidveis independentes ou fatores;

xi
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I funcio geradora da fatorial fracionario;

I idade do in6enlo (h);

K nimero de variveis de um planejamento experimental;

Kia coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (h™);

N niumera de vagaveis — 1;

p nimero de parimetros do modelo completo;

PC ponto. central do planejamento com compaosto central;

JozX velocidade especifica de utilizagdo do oxigénio pelo microrganismo;
r diferenga entre p e o nimero de termos do modelo reduzido;
pm rotagdes por minuto (min™);

S concentragio de substrato (g/l ou %);

SQE soma dos quadrados devidos ao erro;

SQR soma dos quadrados devido 4 regressio,

SSE soma dos quadrados dos desvios do modelo;

t tempo de fermentagfo (h);

T temperatura (°C);

UL unidades internacionais;

A" volume;

VVM volume de oxigénio/volume de meio de cultura. Minuto (min™);
X concentragio celular (g/);
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Xy variavel codificada para T no 12 planejamento com composto central;

X variavel codificada para pH no 12 planejamento com composto central;

X3 variavel codificada para 5,6 DMI no 12 planejamento com composto central,
Xy varidvel codificada para T no 2° planejamento com composto central;

Xs variavel codificada para pH no 22 planejamento com composto central,

X varigvel codificada para 5,6 DMI no 2° planejamento com composto central,
Yxs rendimento de crescimento (g célula seca/g substrato);

Z valor.da variavel no ponto-central;

Z; valor real da variavel ou variavel independente;

Letras Gregas

o nivel de confianga;

oy distancia até o ponto central;

B; coeficiente a ser estimado para as variaveis independentes em. valores reais;
AA variaciio da absorbancia lida;

Ay troca incremental = X; (AZi/2),

AZ; intervalo de variagio de Z;,

u velocidade especifica de crescimento do microrganismo (hhy;

Umix  velocidade maxima especifica de crescimento do microrganismo (),
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multiplicador de Lagrange.
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Resumo

Resumo

O presente trabalho trata do estudo da produgiic de vitamina B12, consistindo das
seguintes etapas. selecdo do melhor microrganismo produtor, selecio da melhor fonte de
substrato e do meio de. cultura; avaliagio, modelagem e. otimizacio das vamaveis
experimentais ¢ fermentagio em reator de bancada, para a obtengdo das condig¢les de

operagio e parAmetros cinéticos que influenciam no rendimento da producgo da vitamina.

A primeira fase consistiu da sele¢do do melhor microrganismo produtor a ser
utilizado nos estudos. posteriores. Partin-se das seguintes culfuras, tidas como boas
produtoras de B12: Propionibacterium jensenii DSM 20274, Propionibacterium
freudenreichii ATCC 9614, Propionibacterium shermanii ATCC 6207, Pseudomonas sp.
ATCC 13867 ¢ mais trés mutantes isolados. Aqui como nas duas proximas etapas, oS
ensaios foram realizados em frascas agitados. Cam Base nos resultados obtidos, decidiu-se
pela selegio do mutante Psewdomonas P3, que chegou a uma produgdo maxima de 3,86 mg

B12/L

A escolha da methor fonte de substrato e do meio de cultura com composigio mais
indicada ocorreu paralelamente & escolha do microrganismo. Foram testadas lactose e
sacarose e mais trés composicdes de meio: meio 1, meio 2 e meio 3. A sacarose e a meio 1,
associados ao mutante selecionado, proporcionaram os melhores rendimentos de B12,
pradugio de biomassa e consumo de substrato. As coliuras de Prapionibacterium

mostraram maior um maior consumo de lactose do que as Pseudomonas.



Resumo

Na terceira etapa, estudou-se a influéncia de sete varidveis experimentais,
previamente pesquisadas e selecionadas, na produgiio de B12. Foram elas; idade do
indculo, tempo de fermentacfo, temperatura_pH, concentracio de substrato, de 5.6 DMI ¢
de cobalto. Até a etapa de otimizagdo, foram efetuados um planejamento fracionario, dois
planejamentos com composto central e um caminho de ascendéncia maxima. As vadaveis
com seus respectivos niveis otimizados, que mais influenciaram a resposta, foram:
concentragio de 5,6 DMI (98,8 mg/l), temperatura (34,6 °C) e pH (7,14). O planejamento
experimental permitiu um aumento de quase 100% na produgdo de vitamina, alcangando

um maximo de 7,57 mg B12/1.

Os ensaios no fermentador de bancada objetivaram verificar a influéncia do tempo
de adi¢do de 5,6 DM, K;a e controle de pH no rendimento da vitamina. Concluiu-se que o
tempo Gtimo de. adigde do. precursor e o nivel de Kya mais indicado, foram
respectivamente, 48 h e 36,8 h™'. Por outro lado, percebeu-se que o controle do pH nio
melborou. a produgio. de vitamina nem aumentou a velocidade de crescimento do

MICrorganismo.
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Abstract

The present deals with the study of the production of vitamin B12, consisting of the
following stages: selection of the best producing microorganism; selection of the best
substrate source and. the more suitable medium of. culture; evaluation, modelling and
optimization of the experimental variables and; fermentation in a bench-fermentor for the
obtaining of the operation conditions and kinetic parameters that influence the yield of the
vitamin.

The first phase consisted of the selection of the best producer microorganism to be
used during the work. The following strains were used: Propionibacterium freudenreichii
ATCC. 9614, Propionibacteritun jensenii. DSM 20274, Propionibacterium shermanii
ATCC 6207, Pseudomonas sp. ATCC 13867 and more three mutants isolated. Here as in
the next two stages, the experiments were conducted in shake-flasks. Based on the abtained

results, the mutant Pseudomonas P3 was selected, producing a maximum of 3.86 mg

B12/L.

The selection of the best substrate source and medium composition was. done
parallelly to the microorganism selection. Were tested sucrose, laciose and three
compositions of medium: medium. 1, medinm 2 and medium 3. The sucrose and mediym 1,
associated to the mutant P. P3, provided the best yields of B12, biomass production and
substrate consumption. The strains of Propionibacterium showed larger ability in the

lactose degradation than Pseudomonas and its mutants.



Abstract

In the third stage, it was stidied the influence of seven experimental variables in the
production of vitamin B12: age of inoculum, time of fermentation, temperature, pH,
substrate concentration, 5,6 Dimethylbenzimidazole (DMI) concentration and cobalt
concentration. Up to the optimization step were realized a fractional factorial design, a
steepest. ascent path and two central composite design. The most significant parameters,
with respective optimizated levels, were: 5,6 DMI (98.8 mg/L), temperature (34.6 °C) and
pH (7.14). The experimental design_allowed na increase of almost 100% in_the vitamin
production, reaching a maximum of 7.57 mg B12/L.

The experiments. in the bench-fermentor were done. to verify the influence of the
time of addition of 5,6 DMI, Kra and pH control in the yield of vitamin B12. The better
time of addition and level of Kya, were respectivelly 48 hr and 36.8 hr''. The control of pH

did not improve the vitamin production.
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1 — Introducao

As vitaminas sfo. definidas como substéncias orginicas. extremamente necessarias
para o funcionamento de muitas formas de vida, incluindo a humana. Grande parte dos
organismos vivos. ndo podem. sintetizad-las, e devem desta maneira, obté-las de fontes
externas, como os alimentos. A obtengdo se dé na forma completa ou de pré-vitaminas, que
sio posteriormente convertidas em. vitaminas por fajores como. atividade enzimatica, luz
ultravioleta, metabolismo, entre outros. Em se tratando do homem, as bactérias intestinais
conseguem sintetizar algumas vitaminas, porém em quantidades insuficientes para as
necessidades diarias (vitamina K, PP, Biotina), ou sob condigdes nas quais a vitamina néo
consegue atravessar a parede do intestino em direggo a circulagdo (FLLORENT,1986).

O termo vitamina foi primeiro usado em 1911 pelo quimico polonés Casimur Funk,
quando trabalhava na pesquisa de um fator anti-beriberi. Ele mostrou gue o mesmo tratava-
se de uma amina essencial a vida (vita-amina). Depois o termo foi estendido para todas as
substancias organicas que preenchessem as seguintes caracteristicas bioldgicas. essenciais
para o crescimento e funcionamento normal do metabolismo de um organismo, ativas em
pequenas. doses, sem valor energético inerente, e ndo ser biossintetizada pele organismo.
Deste modo, a0 mesmo tempo que se caracterizava as vitaminas, evitava-se possiveis
confisdes com outras substincias também_ ativas em pequenas quantidades, como as
enzimas e os hormdnios (VANDAMME, 1992, FLORENT,1986).
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A alimentagio didria do homem constitui sua fonte basica de vitaminas e fatores de
crescimento. Uma nutrigdo adequada deve desta maneira, suprir suas necessidades diarias,
que. entretanto crescem. com a gravidez, lactacfio, crescimento, convalescéneia  “stress”,
situagdes patolégicas como doengas do figado e bilis, problemas com a flora intestinal,
deficiéncia de enzimas e tratamentos com drogas, horménios e antibidticos. Por outra lado,
os habitos correntes de alimentagiio e métodos de processamento e preservagio de
alimentos, nem sempre asseguram uma suficiente pravisio diaria de vitaminas, até mesmo
em se tratando de pessoas saudaveis. A desnutricio em muitos paises do nundo, também
requer atencdo meédica direta, combinada com dieta e ajuste de vitaminas. Embora a

sociedade modemna seja raramente confrontada com as conhecidas avitaminoses do

passado, elas ainda ocorrem em paises pohres e superpopulosos (VANDAMME, 1989).

Apesar da alimentaciio basica do homem ser rica em vitaminas, os concentrados ou
derivados destes produtos alimenticios, encontram relativamente pouco uso na indistria
farmacéutica, de alimentos e de cosméticos. Algumas das razdes para este procedimento

s30:

- A ingestdo média diaria de vitaminas parece nio ser suprida somente com produtos
naturais;

- O-nivel de vitaminas em fontes naturais as- vezes ¢ relativamente. baixo. e varia
bastante;

- A apresentacio organoléptica e a vida de prateleira (“shelf-life”) ¢ frequentemente

longe do ponto Gtimo,

- As vitaminas sdo muito sensiveis a pH,.calor, luz e oxigénio.

Essas constatagdes indicam que h4 uma necessidade extra de produgio de

vitaminas, além daqguelas fornecidas por fontes naturais de alimentos ¢ plantas. Compostos

vitaminicos estdo agora crescentemente sendo introduzidos como aditivos de alimentos e
agentes terapéuticos. Hoje muitos alimentos processadas, farmacos, cosméticos e quinicos,

contém adi¢do extra de vitaminas ou compostos vitaminicos (VANDAMME, 1989).

2
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Embora todas vitaminas possam ser extraidas de fontes naturais, do ponto. de. vista
econdémico € melhor obté-las por sintese ou biossintese. Atualmente, as vitaminas podem

ser obtidas por via quimica (A, By, D; E_H e K), via fermentativa (B;, Bg, B2, D2 e F),

cultura de microalgas (B-Cardteno ¢ F) ou combinagio de métodos quimicos e

microbiolégicos (vitamina C) (VANDAMME, 1989, FLORENT, 1986, MACHLIN, 1984).

As vendas mundiais de vitaminas alcancaram 1,5 bilhdo de ddlares em 1988, valor
atualmente muito superior, por se tratar de um setor em franca expansio (VANDAMME,
1989). Segundo ALCANTARA (1996). o mercado- gerado- pelas-vendas-de vitaminas e
suplementos alimentares enriquecidos com as mesmas, atinge facilmente os 5,0 bilhdes de
délares/anoc. A vitamina B12, apesar da pequena. pradugfio — 5 a 10 toneladas/ano, €
responsavel por cerca de 3,5% do total das vendas, devido ao alto prego alcangado (cerca
de US$ 5,000.00/Kg), 0 que a torna uma das mais caras vitaminas produzidas
(VANDAMME, 1989). O Brasil, com o crescimento da industria alimenticia e
farmacéutica, tem. se. tornado um_ tradicional mercado importador.. Segundo dados do
“Trade Point de Campinas”, no ano de 1994, somente os gastos com importagéo de

vitamina B12 pura (cianocobalamina), atingiram cerca de USS$ 3,0 milhdes.

A vitamina B12 foi descoberta como resultado de pesquisas sobre anemia
megalobléstica. ou. anemia perniciosa. Seu isolamento deu-se em 1948, mas sua sintese
quimica completa s6 foi obtida em 1973. Porém, devido ao grande numero de estagios
necessarios - mais de 70, o procedimento nfo alcangou interesse comercial (VANDAMME,
1989, HARRIS, 1968). Hoje, a vitamina B12 é produzida exclusivamente por via
fermentativa. Segundo. SPALLA et al_ (1989), devido a suas. implicaches em. reacdes
bioquimicas importantes como sintese de proteinas e acidos nucleicos e metabolismo de
carboidratos, a B12 originou grande interesse e aplicagdes teis na sailde e alimentagéo dos
homens e animais. Para eles, como outras vitaminas, a B12 encontrou seu “nicho” e do
ponto de vista econdmico pode ser considerada um “produte maduro”. Para VANDAMME
(1992), a fermentagio de vitamina B12 pode ser considerada um processo industrial

relativamente bem estabelecido, mas ainda possivel de melhorias
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Segunde COSTA (1996) e BOX et al (1978), o planejamento de experimentos tem

se tornado uma ferramenta de uso efetivo nos diversos estdgios de um trabalho
experimental e de otimizagio, permitindo o estudo empirico. das relagiies entre as varidveis
expetimentais ¢ as respostas envolvidas e a modelagem dos resultados. A utilizagio desta
técnica, segunda KHURI e CORNELL. (1987), passibilita:

- Escother uma série de experimentos que produza medidas configveis e adequadas da

resposta de interesse;
- Determinar um modelo matematico que melhor se adapte aos dados coletados;

- Determinar as condigdes 6timas para que as variaveis produzam um valor maximo ou

minimo na resposta.

Deste. modo, o planejamento experimental, assaciada & metodalogia de superficie
resposta, pode ser Gtil e importante em trabalhos que envolvam o estudo, selecdo e

otimizagdo de varidveis experimentais, visando a maximizagio das respostas desejadas.
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2 - Objetivos

A importincia da vitamina B12, associada & possibilidade de se estudar alternativas
aos seus processos de produgio e otimizagdo dos mesmos, contrastando, com a pouca
pesquisa desenvolvida pesta 4rea no.pais, motivaram a elaboragio deste trabatho, que tem

como objetivos principais:

- Selecionar o melhor. microrganismo produtor de vitamina B12, para ser utilizado ao
longo do trabalho, partindo das seguintes culturas: Propionibacterium jensenii DSM
20274, Propionibacterium freudenreichii ATCC. 9614, Propionibacterium shermanii
ATCC 6207 e Pseudomonas sp. ATCC 13867 e seus mutanies;

- Selecionar o melhor substrato. e a melhor composigio do meio de cultura, a serem

utilizados nas fermentagdes;

- Avaliar, modelar e otimizar, pelo método de superficie resposta,.o. efeito das seguintes
variaveis sobre o rendimento de vitamina B12: idade do indculo, tempo de fermentagio,
temperatura, pH, concentragio de substrato, concentragio de 5,6 - dimetilbenzimidazola

(DMI) e concentragdo de cobalto;

_  Verificar, a partir das. condigbes experimentais otimizadas, a influéncia das seguintes
condigbes de operagdo e parimetros cinéticos no rendimento de vitamina: constante
volumétrica de transferéncia de oxigénio (Kira), tempo de adigdo de precursor (5.6

DMI) e controle de pH.
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3.1 - Vitaminas

3.1.1 - Histérico

O inicio da histéria das vitaminas remonta ao ano de 400 a.C.,.quando Hipocrates
acreditava que a ingestdo de figado teria efeitos terapéuticos sobre a cegueira noturna.
Muito tempo depois, ja no. século XVI, os efeitos do suce de limdo contra escoburto,
tornam-se conhecidos. Em 1762, o médico italiano Francesco Frapoli, dew o nome de
pelagra a uma doenga causada por deficiéncia nutricional. No século XIX no Japde, um tipo
de doenga infantil que causava a retragdo da conjuntiva por deficiéncia de vitamina A foi
tratada com sucesso empregando-se dietas ricas em oleo de figado de bacalhau e/ou
galinha. Ainda no século XIX, descobriu-se os efeitos curativos do oleo de figado de
bacathau e da luz do sol_sobre o raguitismo. Em 1901, descobriu-se que a beriberi estava
ligada a deficiéncia de um fator de proteciio. Hoje ja se sabe, que todas estas doengas s&o
resultadec de deficiéncias nutricionais de vitaminas (VANDAMME, 1989,
MACHLIN, 1984).

A pesquisa. moderna sobre vitaminas foi iniciada por volta de 1910 com Hopkins na
Inglaterra e Osborne & Mendel nos Estados Unidos, que sustentavam que doengas como

escoburto, pelagra, raquitismo e beriberi, eram resultados de deficiéncias de certos

6
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componentes essenciais presentes nos alimentos. Pouco depois, em 1912, o quimico
polonés Casimur Funk isolou, a partir do farelo de arroz, um componente que prevenia a
bériberi e exibia as propriedades quimicas de uma amina. A este tipo de composto, ele deu

nome de vitamina (VANDAMME,1989%).

Em 1913, McCollins & Davis demonstraram a existéncia de um fator A lipossoluvel
em gordura de manteiga e gema de ovo. Em 1915, encontrou-se no germe de trigo, uma
substdncia hidrossolivel nomeada de fator B, € em 1920, o fator A recebeu o0 nome de
vitamina A; o fator B de vitamina B; e um fator C, também hidrossoluvel mas com
propriedades anti-escoburto, de vitamina C. Em 1925, designou-se como vitamina D, um
fator anti-raquitismo solivel em gordura. A partir dai, a descoberta e o isolamento de outras
vitaminas continuou rapidamente, facilitando o detalhamento de suas estruturas,
propriedades quimicas e nutricionais e sintese (VANDAMME, 1989, FRIENDRICH, 1989).

3.1.2 - Nomenclatura

A nomenclatura das vitaminas foi inicialmente baseada na utilizagio de letras-
simbolo, respeitando a ordem alfabética das descobertas. Logo, descobriu-se que uma letra
dava nome a vitaminas que possuiam propriedades e principios semelhantes, levando 4
inclusio de um indice para letras originais (B1, B2, B12, etc.}. Uma outra forma distinta de
nomenclatura baseou-se nas fun¢des conhecidas da vitamina. Assim, 0 nome da vitamina K
tem origem na palavra alemi “Koagulation”. Outros nomes refletiam deficiéncias causadas
pela auséncia da vitamina em questdio como aneurina (B1) para vitamina anti-polineurites,
anti-pelagra para a vitamina PP (“Pelagra-Preventing”), etc. Atualmente, os nomes
baseados em letras e os nomes triviais, s0 mais usados que aqueles propostos pela Unifio
Internacional de Quimica Pura e Aplicada (TUPAC) (VANDAMME, 1989, DIPLOCK,
1985).
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Na Tabela 3.1, tem-se um quadro geral contendo os grupos das vitaminas, seus
precursores, fontes naturais de obtengfio e necessidades diirias recomendadas pela
FAO/ONU.

Da ponto de. vista quimico. as vitaminas sfo como misturas heferogéneas de
compostos orgénicos essenciais a satde dos homens e animais € necessitarn estar presente
em suas alimentagdes, visto que efes ndo estio aptos a produzi-los ou o fazem em
quantidades insuficientes. Segundo VANDAMME (1989), as vitaminas podem ser

formadas parcial ou indirefamente no corpq, através de:

a) Compostos frequentemente chamados de provitaminas, que ndo possuem nenhuma
atividade vitaminica aparente, mas podem ser convertidos dentro do corpo em vitaninas.

Exemplo:
B-caréteno (de frutas e vegetais) — vitamina A
Triptofano (de-alimentos ricos-em proteinas) — Acido Nicotinico (niacina)

7-Dihidrocolesterol (da pele) — vitamina Ds;

b) Bactérias da flora intestinal.
Exemplo: vitamina K.

Porém, muitos compostos vitaminicos tém que. ser supridos via. ingestdo diaria de

alimentos.

Q contendo de. vitaminas é frequentemente expresso em. termos de. Usidades
Internacionais (UT), e relata a atividade biologica de uma certa quantidade de vitamina

pura, com um animal teste especifico.
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Tabela 3.1 - Vitaminas e Fatores de Crescimento

Grupo-- Exemplos- Feontes- Unidades- Ingestao
Vitamina- Naturais  Irtermaco (U1)  Didria
Grupo Pro- o, B,y - Cardteno Frutase vegetais 1 UI=0,6pgde  2-4 pgde
vitamina A Criptoxantina Cardteno B- cardteno

Grupo Vitamina A Retinol (Vit. A1) Oleodepeixe, 1UI=03pgde 0,75 ugde
3-Dihidroretinol (A2)  figado leite e Retinol .. Retinol
Retinol ovVos
(Vit. Al —aldeido)
Vitamina Bl Tiamina Cereais, figado, 1UI=3pgde 0.8-1,6mg
came e vegetais Tiamina
Vitamina B2 Riboflavina Figado vegetais 1.2-13mg
{Vitamina G) ovo, came e '
flora bacteriana
Viamina B3 Nicotinamida Cereais, figado, 10-15 mg
(Vitamina PP) Ac._Nicotinico. came, vegetais,
(Niacina) batata e levedura
Vitamina BS. Ac.Pantoténico  Cereais, figado, 10-20 mg
{Ac. Pantoténico)- Coenzima A ove. melacoe
vegetais
Vitamina B6 Piridoxina (Piridoxol)  Figado, batata, 2,0mg
Piridoxal caroe, vegetal e
Piridoxamina levedura
Vitamina B8 Biotina_ Figado, gema de 0,3 mg
{(Vitamina H, ovo, melago e
Biatina) cana
Grupo.B9 Ac Pteroilglutdmico.  Cereais, figado, 400 pg
(atamana-M,; Ac. Pteroildiglutimico- came; leitee- '
Ac: Foheoy vegetais
Grupo B12 Cianocobalamina Carmne, figado, 2 pg
(B12) leite, flora
Hidroxocobalamina bacteriana
Nitrosocobalamina
Vitamina B13 Ag. Osdtico

Grupo Vitamina C. Ac. Ascérbicoe Ac.  Ermtoscitricos, 1 UL=50 ygde 50 pg

Dihidroxeascérbico- vegetaisebatata. Ae Ascorbice- ’
Provitamina D 7-Dihidrocolesterol Levedura
Ergosterol

Grupo Vitamina D Ergocalciferol (D2) Oleodepeixe, 1UL=0,025pg 25 1g
Colecalciferol (D3) figado, leite de Vitamina Dy

Grupeo Vitamina E. o 3,18~ Tocoferol meosrplamas,_ LUl=10mg 30 mg

vegetais, fipado-  detocoferol
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Tabela 3.1 - Continuagdo

Grupo-Vitamina F Ac. Linolico- Oleo, peixe,
(Ac. Graxes- _ Ac-y-Linoténico algas-e-fingos
Polinsaturados —  Ac. Eicoso-pentandico
PUFA) (EPA) e DHA
Ac. Lipéico.. came e levedura

Grupo Vitamina K Filoguinona (K1)  Figado, vegetais,
Famoquinona (K2)  éleo de plantas e
Mecrodiona (K3) flora hacteriana

Menodiol (K4)
Acido- Levedura
Paraminobenzéico
(PABA)
Calcio. Gema de ovo e
(Vitamina. B7, J) came

0,1 mg

30-600 mg

. Fonte: VANDAMME, (1989).

3.1.3 - Funcdes Fisiol6gicas

As vitaminas. desempenbam uma fungdo catalitica no corpo, pemmitindo a sintese,

conversdo e degradagio de macromoléculas como acidos mucleicos, proteinas, lipidios e

carboidratos. As vitaminas podem ser divididas em dois grandes grupos: hidrossoliveis

lipossoliveis (VANDAMME, 1989).

As funcdes bioquimicas de muitas vitaminas hidrossoliiveis. sio bem conhecidas,

pois elas sdo parte de coenzimas e portanto co-responsaveis por reagdes bioquimicas

especificas (MACHLIN,1984). A Tabela 32 apresenta as coenzimas das vitaminas

hidrossoliveis.

J4 as fungdes das vitaminas lipossoluveis e da vitamina C, ainda provocam muitas

controvérsias. Sabe-se que clas estio envolvidas em processos bioquimicos especificos

15
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(Tabela 3.3), embora nio se conheca em alguns casos suas exatas fungdes
(DIPLOCK, 1985). Muito debate também existe sobre os possiveis efeitos de altas doses de
certas vitaminas na fisiologia dos homens e animais. Os efeitos maléficos de algumas
hipervitaminoses (A, D, K) s&o bem conhecidos. No caso da vitamina C, as altas doses
dificultam ou inibem a absor¢do de vitamina do complexo B e nutrientes como cobre, além

de acelerar o acimulo de ferro, causando um efeito perturbador no metabolismo.

Tabela 3.2 - Vitaminas Hidrossoliiveis e suas Coenzimas Correspondentes

Vitamina Coenzima Grupo Transferéncia
Tiamina (B1) Tiammopirofosfato (TPP)}  C,-Aldeido, Descarboxilagio
Riboflavina (B2) Flavina Adenina Hidrogénio
Mononucleotideo (FMN)
Flavina Adenina
Dinucleotideo (FAD)
Nicotinamida (B3 ou PP) Nicotinamida Adenina Hidrogénto
Dinucleotideo (NAD™)
Ac. Pantoténico (B5) Coenzima A Acil
Piridoxina (B6) Piridoxolfosfato (PLP) Grupo Amina,
Descarboxilagio
Ac. Félico (B9) Ac. Tetrahidrofolico Formil
Cianocobalamina (B12) Coenzima By, Carboxil
Biotina (H) Biotina (Biotina, E-N- Carboxil

Biotinil Lisina)

Fonte: VANDAMME, (1989).

Certas vitaminas mostram diferentes atividades nos organismos humano e animal. A
vitamina D2 {ergocalciferol) por exemplo, € pouco ativo em aves, enquanto em outros

animais e no homem, mostra alta atividade. Outras sdo essenciais somente para 0 homem,

11
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como a vitamina C, que é sintetizada por outros animais. Esta constatacdo tem uma grande
utilidade pratica na formulacdo de alimentos (VANDAMME, 1992).

Tabela 3.3 - Processos Bioguimicos Importantes das Vitaminas Lipossoliiveis e

Vitamina C
Vitamina ’ Funcdes Fisiolégicas
Vitamina A (11-cis Retinol) E parte da Rodopsina, a molécula sensitiva da Iuz

nos olhos

Vitamina B3 (Colecalciferol) Regulagiio de Ca™ e metabolismo do Fésforo
Forma ativa: 1,25-

DiOHColecalgciferol

Vitamina E (a-Tocoferol) Ac¢do antioxidante sobre compostos insaturados
(acidos graxos) e integridade da membrana

Vitamina K1 (Filoquinona) Essencial para formacgido de Protrombina (fator de
coagulacio do sangue), cofator para carboxilagio de
residuos de glutamatos para formar y-
carboxiglutamatos

Vitamina C Co-substrato demonoxigenase, desempenha papel
importante em reagdes de redugdo e de hidroxilagio
de aminoacidos e amina (conversédo de prolina para
hidroxiprolina no colageno), sintese de horménio,
absor¢do do Ferro, etc,
Fonte: VANDAMME (1989).

Alguns compostos possuem propriedades especificas de neutralizar ©
funcionamento das vitaminas. A eles é dado o nome de antivitaminas ou vitaminas
antagénicas (MACHLIN, 1984). Suas a¢Ges negativas podem ser baseadas na degradagio da
vitamina (tiaminase, ascorbase) ou na complexagio da mesma em um complexo ndo-
reabsorvivel (avidina + biotina). O N-5-hidroxi-L-arginina € o mais conhecido antagdnico

de vitamina B12. A dicumarina exclui a vitamina K da sintese da protrombina € a

12
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ametopterina ¢ antagonista do acido fOlico. As antivitaminas presentes em nossa
alimentagio diiria sfo usualmente destruidas durante o processamento ou cozimento
(MACHLIN, 1984).

3.1.4 - Producio e Aplicacio

Todas as vitaminas podem ser extraidas de fontes naturais, as quais algumas vezes,
possuem quantidades relativamente elevadas das mesmas. Porém, do ponto de vista

econdmico € melhor obté-las por sintese ou biossintese (FLORENT, 1986).

Atualmente, algumas vitaminas sdo produzidas somente ou principalmente por via
quimica (vitaminas A, D3, E, K1, B1, H), outras exclusivamente por via fermentativa (B2,
B6, B12, D2 ¢ F) ou cultura de microalgas (B-caréteno e F), enquanto que a vitamina C é a
Unica produzida via combinagic de métodos quimicos e microbioldgicos
(VANDAMME, 1989, FLORENT,1986).

Em funcdo de seu valor terapéutico e do seu interesse como fator de crescimento, as
vitaminas e correlatos t€m tido, ao longo dos anos, uma grande aplicacio em alimentos,

ragGes, cosméticos, preparagdes técnicas e farmacos. Essas aplicagSes podem ser por:
- Revitaminagio - Reconstituicdo do nivel original de vitaminas em um produto
alimenticio;
- Padronizagdo - Adi¢do de vitamina(s) para compensar as flutuagdes naturais;

- Ennquecimento Vitaminico ou Vitaminagio - Adigdo extra de vitamina(s) para

produtos cujo nivel € insuficiente (ragdes, alimentos e cosméticos);

13
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- Adico Técnica (em rag¢les alimentos e cosméticos) - B-cardteno como pigmento,

vitamina C como antioxidante ¢ acidulante;

- AplicagBes Médicas - No tratamento de hipovitaminoses e avitaminoses.

Excetuando-se a produgio de vitamina via natural, com a qual a sintese quimica e a
biotecnologia ndo podem competir, a fermentaciio e as reagfes de bioconversio apresentam
vantagens, ja que rendem os enantidmeros desejados dos compostos vitaminicos, enquanto
que os produtos de sintese orgdnica frequentemente produzem misturas racémicas com
diferentes atividades biologicas. Do mesmo modo, o rendimento de vitaminas em caldo de
fermentagdo sdo frequentemente altos, especialmente quando se usam microrganismos

especificos ou melhorados geneticamente (VANDAMME, 1989).

3.2 - Vitamina B12

3.2.1 - Historico

A vitamina B12 foi isolada, em 1948, por Smith, E. L. da Glaxo Laboratories,
Rickes, E. L. da Merck & Co. e Stockstod, E. L. R. do Lederle Laboratories. Os dois
primeiros pesquisadores encontraram este composto em extratos de figado e identificaram-
no como fator anti-anemia perniciosa. O terceiro, relatou a produgéc de um promotor de
crescimento em culturas de Flavobacterium solare, ativo como fator de proteina animal em

galinhas e efetivo no tratamento de anemia perniciosa humana (SPALLA et al., 1989).

A elucidagfio da estrutura quimica da vitamina B12 deu-se em 1955 por D. Hodgin,
através de cristalografia de raios X. Porém, sua sintese quimica completa s6 foi obtida em

1973, envolvendo mais de 100 pesquisadores da Inglaterra ¢ da Suica. A sintese requer

14
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aproximadamente 70 passos ¢ ndo tem nenhum valor do ponto de vista industrial devido a
sua complexidade (FLORENT,1986).

3.2.2 - Estrutura

A vitamina B12 pertence a um grupo de moléculas orginicas grandes e complexas,
chamadas cobaltocormindides, conforme estrutura geral mostrada na Figura 3.1. As
moléculas de cobalaminas que sdo os cobaltocorrindides de maior interesse, sdo formadas
por um macrociclo em posi¢do planar, constituido por 4 anéis pirrol reduzidos, ligados
através de atomos de nitrogénio a um ion cobalto III na posigdo central, dando ongem ao
anel corrino e mostrando 6 cadeias laterais: 3 acetamidas e 3 restduos de propionamidas. O

mesmo atomo de cobalto, possui mats duas ligagdes:

1 - Com um grupo nucleotideo (ligante axial inferior), consistindo de uma base X
ligada por um N-a-glicosil, que por sua vez, ¢ ligada ao grupo D-ribose-3’-fosfato,
que finalmente € ligado por um radical propionil a um aminopropanol do anel pirrol
D‘

?

2 - Com um radical Y (ligante axial superior).

Todos os cobaltocorrindides cuja base X € o 5,6 dimetilbenzimidazola (DM1), sdo
conhecidos como cobalaminas. Da mesma maneira, se a base Y € substituida por um radical
ciano (CN), tem-se a cianocobalamina ou verdadeira vitamina B12 (SPALLA et al., 1989,

FLORENT,1986).

O grupo das cobalaminas incluem, além da cianocobalamina, a hidroxicobalamina

ou vitamina B12a, metilcobalamina ou mecobalamina, e 5’-dexosiadenosilcobalamina ou
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cobamida ou coenzima B12 de Barker, caracterizados respectivamente, pelos radicais
ciano, hidroxi, metil e 5-dexosiadenosil (SPALLA et al., 1989).

Outros cobaltocorrindides que apresentam diferentes bases heterociclicas (como
purina ou benzimidazolas substituidas) tém sido produzidos por varios microrganismos.
Pseudovitamina B12 e fator III, cujas bases sdo adenosina e 5-hidroxibenzimidazola
respectivamente, estdo entre os mais frequentemente encontrados. Eles podem ser
considerados anialogos da vitamina B12. Todos os analogos conhecidos mostram baixa
atividade como fator de crescimento de vertebrados ¢ nenhum efeito terapéutico, mas sdo
muito potentes como fator de crescimento para microrganismos. Cianocobalamina,
hidroxicobalamina, metilcobalamina e vitamina B12-coenzima s&o os Ginicos compostos de

interesse comercial (SPALLA et al., 1989, FLORENT, 1986, HARRIS, 1968).

Na Tabela 3.4 sdo descritos os principais compostos e andlogos da vitamina B12.

Em relagio a4 nomenclatura utilizada, a molécula dos corrindéides sem o nucleotideo
¢ chamada de cobinamida ou Fator B. Quando somente a base esta ausente, o composto e
chamado de cobinamida, e finalmente, a forma completa, com o 5,6-dimetilbenzimidazola

ligado, recebe ¢ nome de cobalamina.

16
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HzC_ ,CH2CONH2
NHCOCH
HaC CH2CH2CONH2
Cobinamida
10
Cobamida
NH2CQGH» CHa
CHs
I;IHCOCHQCHQ CHa CH2CH2CONH2
H2('I,‘
CH -
HaC \0
s ,-‘(’/0
‘1{___________,/ /,P\
OH
HH H
HOHaC H
o
X Y Nome
N CHz -CN Cianocobalamina (Vitamina B12)
</NDCH -CH Hidroxicobalamina (Vitamina B423)
3 _CHs Metilcobalamina
HO OH
-CH Coenzima B2
O N hﬁ
<
N =N

Figura 3.1 - Estrutura Geral dos Cobaitocorrindides
Fonte: FLORENT (1986).
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Tabela 3.4 - Principais Compostos Derivados e Analogos da Vitamina B12

Nome Usual Nome Quimico
Vitamina B12 verdadeira Cianocobaiamina
[a-(5,6-dimetilbenzimidazolil) Cobamida Cianeto]
Vitamina B12a Hidroxicobalamina ou Aquacobalamina
Vitamina B12¢ Nitritocobalamina ou Nitrocobalamina
Vitamina B12r Cianocobalamina II
Vitamina B12s Cianocobalamina I, Metilcobalamina ou
Mecobalamina
Coenzima B12 5°-Dexosiadenosilcobalamina ou Cobamida
Pseudovitamina B12 a-(adenil)-Co-5’-Dexosiadenosilcobamida
Fator I a-(5-Hidroxibenzimidazolil)cobamida Cianeto
Vitamina B12 - Coenzima 5,6 dimetilbenzimidazolil-5’-
Desoxiadenosilcobalamina
Fator B Cobinamida

Fonte: SPALLA et al. (1989), FLORENT (1986), PRATT (1972) ¢ HARRIS (1968).

3.2.3 - Propriedades Fisico - Quimicas

A vitamina B12 ou cianocobalamina possui formula molecular Cg3HgsN14014PCo e
Peso Molecular de aproximadamente 1355,42. Tem a forma de cristais vermelho-escuros,
facilmente soliveis em &gua, dlcool ¢ fenéis, e insolivel em acetona, cloroférmio, éter e
solventes orgénicos. As cobalaminas estfio presentes na natureza na forma de coenzima. A
coenzima-vitamina B12 é muito instivel na presenca de luz e estivel, somente em solugdo
aquosa, a baixa temperatura (-10 °C). A temperatura ambiente, ela é facilmente
transformada em hidroxicobalamina. Este composto também ¢ instével, mas na presenga de
cianeto origina a cianocobalamina que é bastante estavel (SPALLA et al, 1989,
FLORENT,1986, PRATT,1972).

18
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Os Bl12-corrindides mostram melhor estabilidade a pH 4,0 - 6,0. Eles sdo sensiveis
ao écido ascdrbico, tibis e raios gama. Sdo produtos intracelulares, extraidos por tratamento
com calor, dgua, solugdo tampio neutra, 4cidos, alcodis ou acetona aquosa. Quando
corrindides como vitamina B12-coenzima, hidroxicobalamina ou metilcobalamina sio
obtidos, a extrag@io deve ser feita na auséncia de luz. Porém, a adigéio de cianeto ao material
celular, transforma as coenzimas instdveis em formas ciano-estiveis. Seguﬁdo SPALLA et
al. (1989), este procedimento € usualmente aplicado na inddstria.

Segundo FLORENT (1986), a vitamina B12 e seus compostos passam pelas
seguintes reacoes:

1 - Reagbes envolvendo redugio e oxidagdo do cobalto, que pode existir em trés
diferentes estados de oxidacfio. Estas reagSes mudam o estado de oxidagdo do cobalto
sem afetar a parte orgénica da molécula. Reagdes de oxidagiio-redugio sio um
excelente meio de descomplexacfio das cobalaminas;

2 - Reagdes envolvendo a substituiggo do radical Y-ligante que permite a obtengdo de
algum tipo de cobalamina. Procedimentos industriais para a preparagio quimica de
coenzima B12 e de metilcobalamina sfo baseados nestas reagdes. A ligacdo cobalto-
carbono, considerada chave nas cobalaminas, é o sitio catalitico de reagGes
enziméticas envolvendo coenzima B12 e esta ligagio estd também envolvida na
transferéncia do radical metil, do qual a metilcobalamina participa;

3 - ReagBes de troca envolvendo o ligante X, levando 3 formagio de outros

cobaltocorrindides;

4 - Reacbes envolvendo a estrutura do anel corrino ou da cadeia lateral.

Estima-se que sejam conhecidas cerca de 15 reagBes enzimaticas envolvendo o anel
corrino (SCHRAUZER, 1977 citado por FLORENT,1986). Muitas tém sido observadas em

microrganismos e podem ser classificadas em duas categorias:
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a-) ReagGes envolvendo a fransferéncia de nm grupo metil, as quais nfio requerem a
presenca de corrindides na forma de coenzima (5°-dexosiadenosil), mas de
corrindides simples como a hidroxicobalamina, envolvendo a formagio intermediaria

dos metilcorrinéides;

b-) Reagoes que envolvem a transferéncia de hidrogénio, tais como isomerizagio ou
redugdio. Estas requerem a presenca de coenzima Bl2 e tém um mecanismo

complexo.

Nos microrganismos, hd numerosas enzimas dependentes da coenzima B12. As
principais s3o: dioldihidratase, gliceroldihidratase, etanolamina-diaminase, glutamato-
mutase e metilmalonil-CoA-mutase. Em mamiferos, somente as reagdes governadas por
esta Oltima enzima tém sido observadas (FLORENT,1986).

3.2.4 - Biossintese

As recentes pesquisas da biossintese da molécula de vitamina Bl12 tém como
objetivo principal elucidar o caminho biossintético que leva ao macrociclo tetrapirrol, e a
incorporaciio do nucleotideo na formaglo de v1tam1x1a B12 (SPALLA et al., 1989).
Segundo FLORENT (1986), a sequéncia geral para a formaggio de cobalamina mostrada na
Figuta 3.2, é amplamente aceita. A glicina se junta ac succil-CoA para formar o acido &-
aminolevulinico (ALA). Duas moléculas de ALA se condensam para formar o
porfobilinogénio, que € a unidade bésica do macrociclo. Dai, ocorre a formagdo sequencial
de hidroximetilbilano e de uroporfirinogénio III (urogénio IIT), ponto onde a biossintese da
vitamina B12 e das porfirinas (hemoglobina, clorofila ¢ heme) divergem. No urogénio IIL, a
S-adenosilmetionina (SAM), um doador de radicais metil, age e leva 4 formagéo de C;-
monometilcorrifirina ou Fator I. Novamente por ago de moléculas de SAM, ha a formagéo

de dois intermedigrios: o Ch.-dimetilcorrifirina (Fator II ou sirohidroclorina ou
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hidroisobacterioclorina) ¢ o Cj7ap-trimetilcorrifirina (Fator IM). Consegue-se entio a
descarboxilagio do Cia; cinco metilagSes via SAM, provavelmente nos carbonos Cy7, Cizq,
Ci, Cs e Cis; perda do carbono Cap-metil; incorporagio do fon Co®* e formagio do 4cido
cobirinico. A sequéncia do urogénio IN até o 4cido cobirinico nfio € completamente

compreendida. A formagdio de cobalaminas, a partir do acido cobirinico, envolve as reagbes
seguintes:

1 - Amidagéio de 6 a 7 grupos 4cido-carboxilicos do anel corrino dando 4cido
cobirico, ¢ insergdo do ligante axial superior 5’-desoxiadenosil (ADO) dando &cido
5’-ADOQcobirico;

2 - Incorporagdo de residuos de isopropilamina, provavelmente produzidos por
descarboxilagio da treonina incorporada, para dar 5°-ADOcobinamida;

3 - Ativagio da cobinamida por ATP (adenosina trifosfato), liberando ADP
(adenosina difosfato) e formando 5°-ADOcobinamida-fosfato;

4 - Incorporagiio do GTP (guanosina trifosfato) formando 5°-ADQcobinamida-GDP
liberando PP (pirofosfato);

5 - Incorporagéo do 5,6-dimetilbenzimidazola (5,6 DMI) via riboflavina, na forma de
nucleotideo (a-ribazola-5’-fosfato). O nucleotideo ribose ¢ esterificado em C; com
cobinamida-GDP-fosfato para formar vitamina Bl2-fosfato. O fosfato é entio
eliminado por uma fosfatase especifica, formando a vitamina B12.

21



3 - Revisdo Bibliogrdfica

Glicina

Levulinico

Succik-CoA —»| Ac.Delta Amino._x.z.. Porfobifinogénio _E...

Hidroximefilbilano

Y

] Uroéénio t |

‘F
| Coprogénio m |

Y
| Protoporfirina iX |
|

Mg++ »

SAM —"‘“

| C2-Monometilcorrifirina |
SAM —=

y
C» 7-Dimetilcorrifirina

SAM —";

{ €2,7,20-Trimetilconifirina |

5X SAM—=[™CO2
Co*+ —a ™ CH3-COOH

. ‘r
Hemoglobina
Citocgomos y | Ac.Cobirinico |
Catalase | Clorofila | 5'-Desoxiadenosina (5-ADO) --ir

[ Ac.5"-Desoxiadenosilcoblrico |

Treonina —»Aminoprepanol —-l

Riboflavina

'

5,6 DBI

alfa-Ribazoia-5"-Fosfato —=| GMP

Figura 3.2 - Biossintese da Vitamina B12
Fonte: FLORENT (1979).
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Bactérias aerébicas e aerotolerantes sintetizam as fragbes de 35,6
dimetilbenzimidazola da riboflavina, via flavina mononucleotideo. Esta via requer a
presenca de oxigémio. Alguns microrganismos ndo conseguem sintetizar o 5,6 DMI,
necessitando da presen¢a do mesmo no meio de crescimento (FLORENT,1986).

3.2.5 - Microrganismos Produtores

Com a evolugdo da pesquisa sobre a vitamina B12, tornou-se claro que a melhor
fonte produtora na natureza € representada pelos microrganismos. Atualmente, ela &
sintetizada industrialmente por uma grande variedade de bactérias e actinomicetes,
enquanto sua producio por leveduras, fungos e tecidos de plantas e animais superiores, nio
¢ muito ufilizada (SPALLA et al., 1989).

Segundo PERLMAN (1959), entre os microrganismos produtores de vitamina B12,
destacam-se os géneros de bactérias: Azotobacter, Bacillus, Clostridium, Corynebacterium,
Escherichia, Flavobacterium, Methanobacillus, Mycobacterium, Propionibacterium,
Proteus, Pseudomonas, Rhizobium, Serratia, Streptococcus e Xantomonas. FEntre
actinomicetes, quantidades razoaveis so produzidas por Nocardia rugosa, N. gordueri,
Streptomyces albidoflovus, S. antibioticus, S. aureofaciens, S. aureus, S. farinosus, S.

Jradial, S. griseus, S. olivaceus, S. roseochromogenes e S. vinaceus.

Numerosos autores tém utilizado bactérias do género Propionibacterium ¢
Pseudomonas como microrganismos produtores de B12. As principais vantagens por eles
enumeradas sfo a alta produtividade e rapido crescimento (QUESADA-CHANTO et al.,
1998, KEUTH e BISPING, 1993, BYKHOVSKII et al.,, 1991, CROW, 1988, FA et al,
1984 ¢ MARWUAHA et al.,, 1983-a). Para YE et al. (1996), a principal vantagem em se
utilizar essas culturas, reside no alto potencial para acumular vitamina BI12
intracelularmente.
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Segundo BROCK et al. (1994), as Pseudomoras tém como caracteristicas gerais:
sio bastonetes compridos ou curvos, nfio esporulados, Gram-negativas, flagelo simples ou
multiplos e apresenta metabolismo respiratorio nunca fermentativo, embora possa produzir
pequenas quantidades de acido, aerobicamente a partir da glicose; usa compostos orgénicos
ndio poliméricos e de baixo peso molecular. Algumas espécies podem usar H; como doador
de életrons e nitrato como aceptor de életrons, anaerobicamente. Arginina pode ser usada
como fonte de energia, também anaerobicamente. As Pseudomonas tém em muitos casos,
necessidades nutricionais muito simples e crescem a pH neutro, no intervalo de temperatura
dos microrganismos mesofilicos. Uma das principais caracteristicas desse género, é a
grande variedade de compostos orgénicos usados como fontes de carbono e como doadores
de életrons para geragdo de energia. Algumas espécies podem utilizar mais de 100
diferentes compostos. Essa versatilidade nutricional deve-se em parte, a acdo de diferentes
enzimas. As Pseudomonas sdo microrganismos ecologicamente importantes no solo € na
agua, sendo provavelmente responsaveis pela degradacio aerébica de muitos compostos
soliveis derivados de plantas e animais mortos, bem como de compostos recalcitrantes do

solo.

As bactérias acido propidnicas (género Propionibacterium) foram descobertas a
partir do queijo suigo, onde sua produgio fermentativa de CO, provocava o aparecimento
dos “olhos” {(buracos) e sabor caracteristicos. Tais bactérias sdo Gram-positivas e
anaerdbicas, apresentando-se¢ na forma de bastGes nfio-esporulados, sem mobilidade.
Fermentam acido ldtico, carboidratos e polihidroxi-alcodis produzindo acido propidnico,
acido succinico, acido acético e CO,. Suas necessidades nutricionals sdo complexas ¢ elas

usualmente crescem vagarosamente (BROCK et al., 1994).

MARWUAHA et al (1983-a) utilizaram trés linhagens de Propionibacterium
shermanii para produzir vitamina B12 a partir de soro de queijo. Eles conseguiram
rendimentos de até 5,12 mg B12/1 de meio cultura, apés 168 h de fermentagéio.

QUESADA-CHANTO ¢t al. (1994-b) utilizaram Propionibacterium para produzir

B12 a partir de sacarose. Efetuaram um “screening” a partir de 14 espécies de
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Propionibacterium, concluindo que P. acidipropionici, P. jensenii ¢ P. freudenreichii,

foram as espécies mais efetivas, permitindo a obtengéo de até 5,0 mg B12/1

KEUTH e BISPING (1994) obtiveram 30 mg B12/g peso seco de substrato,
utilizando o fungo Rhizopus oligosporus, e as bactérias Citrobacter freundii e Klebsiella
pneumoniae, em fermentaciio semi-sélida para produgio de “tempeh™ - alimento

fermentado de soja, muito consumido em alguns paises orientais.

KOJIMA et al. (1993) isolaram aproximadamente 500 bactérias que assimilam
isopropanol, das quais 23 mostraram producfio de vitamina B12. Ap6s uma selecdo, foi
possivel obter rendimentos de até 2 mg B12/1 meio de cultura, empregando Arthrobacter

hyalinus.

BAINOTTI et al. (1996) estudaram a utilizaciio de Acefobacterium sp para
producdo de vitamina B12 a partir de metanol. Segundo esses autores, a cultura utilizada
tem grande versatilidade no metabolismo, podendo degradar um grande nimero de
substratos e sintetizar cobalaminas em uma quantidade superior ac Propionibacterium
shermanii. Apds otimizagio do meio de cultura, eles conseguiram obter 4,84 mg B12/]
meio de cultura, porém com um baixo rendimento celular (1,24 g célulasl).

LAGO e DEMAIN (1969) concluiram que a Pseudomonas denitrificans,
considerada uma boa produtora de vitamina B12, utiliza a biossintese da vitamina
exclusivamente para a sintese da metionina. O maior rendimento por eles obtidos — quando
utilizaram um mutante -, foi de 14,7 mg B12/1.

NOPARATNARAPORN et al. (1986) conseguiram obter 38 ug B12/g célula seca,
com Rhodopseudomonas gelatinosa, conduzindo a fermentagio em dois estagios: aerdbico
e microaerébico. Para eles, essa conversio pode aumentar o conteido do &cido

aminolevulinico sintetase (ALAS), que catalisa a reacdo de condensagdo da glicina e
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succinato para o 4cido aminolevulinico (ALA), que desempenha um papel importante na
sintese de vitamina B12 via porfirinas.

FA et al. (1984) relataram a influéncia da betaina na produgéio de vitamina B12 por
Pseudomonas denitrificans em presenca de sacarose. Um rendimento maximo de 3,0 mg
B12/1 foi obtido. Os autores acreditam que 2 betaina exerce um efeito positivo na produgéo
de B12, por aumentar o contetido intracelular especifico do ALAS.

PEREZ-MENDOZA ¢ GARCIA-HERNANDEZ (1983), também utilizaram
Propionibacterium shermanii e P. freudenreichii para produzir vitamina B12 a partir de
residuos de destilagdo de processamento industrial de lima. O rendimento chegou a 6,35 mg
de vitamina B12 / | meio de cultura, apés 192 h de fermentacéo.

A produgio industrial de vitamina Bi2, da mesma forma que outros metabélitos
microbianos, é conduzida utilizando microrganismos resuitantes de um intenso trabalho de
modificagio e selegio genética, que consiste principalmente do tratamento dos
microrganismos produtores com agentes mutagénicos e sele¢do de mutantes que levam a
vantagens priticas, como: alta produtividade, boa estabilidade genética, resisténcia a altas
concentragdes de substéncias presentes no meio, aita taxa de crescimento, etc (SPALLA et
al, 1989). Algumas técnicas tém sido descritas para a obtengdo de mutantes de
Pseudomonas sp. € Propionibacterium, que apresentam boas produgdes de vitamina B12.
Segundo SPALLA et al (1989), as mais utilizadas sdo: tratamento com agentes
mutagénicos (ultravioleta, etilenoimina, N-metil-N-nitro-N-nitrosoguanidina, etc), com
precursores (5,6 dimetilbenzimidazola) e com substincias que influenciam a biossintese
(porfirina, catalase e dcido aminolevulinico).

A Tabela 3.5 mostra uma relacio dos principais microrganismos produtores de

vitamina B12.
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Tabela 3.5 — Principais Microrganismos Produtores de Vitamina B12

Microrganismo Substrato  Rendimento Referéncia
Eubacterium Metanole CO; 8,5 mg/g cél. LEBLOAS et al. (1994)
limosum
Citrobacter freundii Tempeh 200 ng/g cél KEUTH e BISPING (1993)
Propionibacterium  permeado de 5,12 ug/mi MARWUAHA et al (1983-b)
shermanii soro residuo de 6,35 mg/l PEREZ-MENDOQOZA e GARCIA-
lima HERNANDEZ (1983)
P. freudenreichii Glicose 370 pg/g cél. KRALOVA e RAUCH (1985)
P_ acidipropionici Sacarose 3,3 mg/l QUESADA-CHANTO et al.(1994-a)
Acetobacterium sp. Metanol 23 mg/g cél. INOUE et al. (1992)
Pseudomonas Sacarose 3,0 pg/ml FA et al. (1984)
denitrificans
Methanosarcina Metanol 4 mg/l MAZUMDER et al. {(1987)
barkeri
Rhodopseudomonas amido 38 ug/gcél  NOPARATNARAPORN et al. (1986)
gelatinosa amido 33pg/g cél. SASAKI e NAGAI (1986)
3.2.6 - Fermentacio

Algumas bactérias microaerofilicas produzem cobaltocorrindides em meios com
carboidratos wutilizando um suplemento de cobalto apropriado. Contudo, a produgio de
cobalaminas depende ainda da formagio interna ou suplementacdio externa de 5,6 DML
Alguns microrganismos como as propionibacterias e seus mutantes, estio aptos a sintetizar

seu préprio 5,6 DMI, enquanto outros, como as Pseudomonas, necessitam de adicdio desse

composto (FLORENT,1986).

Segundo BYKHOVSKII (1979) (citado por FLORENT, 1986), para se obter um
alto rendimento, com algumas culturas especificas, parte do processo deve ser conduzido

sob condigBes anaerdbicas ou microacrobicas. Embora a aeragio promova a formagéio de
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DMI, e portanto de vitamina B12, em alguns tipos de bactérias como as Propionibactérias,
ela reprime um dos estigios da biossintese. Logo, é recomendavel conduzir o primeiro
estagio da fermentagdo sob baixas taxas de aeragfo até que a maior parte do substrato tenha
sido consumido, a fim de promover o crescimento do microrganismo. O ar deve entdo ser

introduzido para induzir a biosintese do DMI e converter a cobinamida em cobalamina.

H4 uma concordincia entre os autores, que quando se trabalha com
propionibacterias, a fermentacfio deve ser conduzida primeiro sob condi¢bes anaerobicas e
depois aerdbicas. A duragio de cada uma dessas etapas varia de 48 a 96 horas. A
anaerobiose ¢ geralmente conseguida com nitrogénio a baixa pressdo ou frascos
completamente selados (QUESADA-CHANTO et al. 1994-a, SILVEIRA et al, 1990,
NOPARATNARAPORN et al, 1986, YONGSMITH e APIRAKTIVONGSE., 1983,
MARWUAHA et al., 1983-a).

A faixa de temperatura usada em fermentagSes para produgfo de vitamina B12
varia de 28 a 37 °C. Porém, muitos autores elegeram a faixa de 28-32 °C, como a mais
apropriada guando se trabalha com a maior parte das bactérias ¢ fungos (QUESADA-
CHANTO et al., 1994-a, KOJIMA et al., 1993, INOUE et al., 1992, MARWUAHA et al,
1983-a, SASAKI et al., 1981, RO et al., 1979).

KEUTH e BISPING (1994) produziram vitamina B12 por fermentagfio de “tempeh”
utilizando Citrobacter freundiii ¢ Kiebsiella pneumoniae. Eles observaram que a produgo
de cianocobalamina foi maxima na faixa de temperatura de 30 a 32 ’C, e minima em 24 a
28 °C. Da mesma forma, 0 tempo necessario para se alcangar o rendimento maximo de

vitamina B12, passou de 34 horas a 32 °C para 67 horas a 24 o°c.

Os niveis de pH mais comumente utilizados na produgdio de cianocobalaminas vao
de 6,2 a 7,2 para bactérias ¢ de 5,0 a 6,0 para fungos (KOJIMA et al., 1993, KEUTH e
BISPING, 1993, NOPARATNARAPORN et al., 1986, SASAKI e NAGAI, 1986, SASAKI
et al, 1981). Nos experimentos em que se empregam bactérias do género
Propionibacterium ¢ Pseudomonas, ha uma queda acentuada do pH durante a fermentagao,
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devido a produciio de substincias como 4cido propidnico e 4cido acético (QUESADA-
CHANTO et al.,, 1997, YONGFU et al., 1995).

Segundo HSU e YANG (1991), muitas propionibacterias sio fortemente
dependentes do pH. QUESADA-CHANTO et al. (1994-a) também observaram essa
dependéncia, quando utilizaram Propionibacterium acidipropionici para produzir vitamina

BI2 a partir de sacarose. Eles mostraram que o nivel ideal de pH é de 6,5 2 6.8.

PEREZ-MENDONZA ¢ GARCIA-HERNANDEZ (1983) por sua vez, utilizaram
pH 7,0 ma fermentagio de rejeitos de lima por Propionibacterium shermanii e P.
Jreudenreichii, visando a produgfio de vitamina B12. Esse pH também foi utilizado por
NISHIO et al. (1977), para fermentagio de uma mistura de metanol-amdnia por
Pseudomonas AM-1.

Em fermentacde para producfio de vitamina B12, independentemente do tipo de
bactéria ¢ das condi¢des de crescimento utilizados, uma mistura de cobalaminas
(principalmente 5°-desoxiadenosil- ¢ metil-, mas algumas vezes também hidroxi- ¢ ciano-)
e de certos anlogos sdo sempre obtidos (FLORENT, 1986). Do ponto de vista industrial,
estas misturas nfio sdo separadas, embora a separagio possa ser feita através de HPLC.

Segundo FLORENT (1986) e SPALLA et al. (1989), a extragdo da vitamina B12 do
caldo de fermentagdo é feita depois da conversdo da cobalamina em cianocobalamina
(forma estével), por tratamento com cianeto. Com algumas variagdes, o procedimento geral

consiste de dois estagios:

1 - Solubilizac¢do das cobalaminas e conversio para cianocobalamina. Todo o caldo
de fermentagdo ou entfio uma suspensfio aquosa de células isoladas ¢ aquecida de 80 a
120°C, a PH 6,5 - 8,5 ou abaixo de 3,0, por 10 a 30 minutos. As células sio rompidas
liberando as vérias cobalaminas. Estas sfio entdo convertidas em cianocobalaminas
por tratamento com KCN, usualmente na presenca de nitrito de s6dio;
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2 - Extracdo de um produto impuro a 80% (que pode ser usado em alimentacfio
animal), seguido de uma purificagdo a 95-98% (para uso farmacéutico).

Algumas substincias possuem um grande efeito estimulatério na produgfio de
vitamina B12. Elas séo conhecidas como elementos essenciais a biossintese e precursores.
No primeiro grupo destacam-se os fons cobalto € o 5,6 dimetifbenzimidazola. Dentre os
precursores, tem-se a betaina, colina, glicina, treonina, 4cido &-aminolevulinico,
aminopropanol, 5,6 dimetilbenzimidazola e o-fenilenodiamina (KRALOVA e RAUCH,
1985, FA et al., 1984 e DEMAIN et al., 1968).

Muitas sdo as referéncias da literatura acerca do efeito estimulante na produgdo de
B12 que estas substincias provocam. KRALOVA e RAUCH (1985) conseguiram aumentar
a produgfio de vitamina B12 por Propionibacterium freudenreichii e P. shermanii, quando
adicionaram antimetabélitos e precursores 3 fermentacfo. Além disso, observaram que na
concentragio de indutores que estimulou a produgiio de Bl2, somente a verdadeira
vitamina B12 e nfio analogos foram produzidos.

NARITOMI et al. (1993) reportaram que a adi¢do de glutamato levou ao aumento
do conteido extracelular de corrindides em fermentagio de Methanosarcina sp.,

provavelmente pela estimulagio do dcido aminolevulinico sintetase (ALAS).

MAGDOUB et al. (1992) observaram que o cloreto de colina, numa concentragio
tima de 0,25%, permitiu o aumento da produgfio de vitamina B12 por Propionibacterium
freudenraichii utilizande permeado de soro de leite como substrato.

FA et al. (1984) também descreveram a influéncia de estimulantes na produgéo de
vitamina. Eles concluiram que a adigio de 5,6 DMI e betaina foram essenciais para o
aumento do rendimento de vitamina B12 por Pseudomonas denitrificans, em presenga de

sacarose.
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As bactérias do género propionibacterium estdo aptas a produzir o préprio 5,6 DMI
sob aeracfio. Para outros microrganismos, o 5,6 DMI deve ser suplementado durante a
fermentacfio. Em relagio aos fons de cobalto, sabe-se que os mesmos devem ser
adicionados a0 meio de cultivo sob a forma de sais (cloreto de cobalto, nitrato de cobalto,
etc) (QUESADA-CHANTO, 1994-a, MAZUMDER et al., 1987, FLORENT, 1986).

KRALOVA e RAUCH (1985) estudaram a influéncia de o-fenilenodiamina ¢ 5,6
DMI (antimetabdlito e precursor, respectivamente) em fermentagio de glicose por
Propionibacterium shermanii e P. freudenreichii, visando a produgfio de vitamina B12.
Esses autores conclufram que o efeito estimulatério de tais substincias depende
principalmente da concentragio e do tempo de adigdio. A o-fenilenodiamina em baixas
concentragdes (50 pg/100 ml) aumentou a biossintese de vitamina B12 em até 150%,
enquanto que em concentrages de até 200 ug / 100 ml, exerceu um efeito fortemente

da fermentagdo, o rendimento de vitamina teve um consideravel decréscimo. Quando esta
mesma concentragio foi usada depois da fase logaritmica de crescimento do microrganismo
(ap6s 48 horas), a produgéo de B12 teve um acréscimo de 143%. E importante salientar
que, nas conceniragdes que estimularam a produgfo, somente a biossintese da
cianocobalamina teve lugar, enquanto a biossintese de andlogos com pesos moleculares
mais altos, foram inibidos. Outros autores, como QUESADA-CHANTO et al. (1994-a),
MAZUMDER et al. (1987) e MARWUAHA et al. (1983-b), também mostraram a
importincia da adigio do 5,6 DMI apos a fase logaritmica de crescimento, apds o

microrganismo ter consumido a maior parte do substrato.

Segundo MERVYN e SMITH (citado por DEMAIN et al,, 1968), doadores de
grupos metil, como a betaina ¢ colina, sdo conhecidos por estimular 2 produgfio de vitamina
B12 por certos microrganismos. STERN e FRIEDMAN (citados por SPALLA et al., 1986),
relataram que esses dois compostos estimularam a formagfo de vitamina B12 por
Rhizobium trifolii, R meliloti, Agrobacterium sp. e Bacillus megaterium, obtendo de 5 2 6

vezes mais produto. O efeito da adiglio de betaina e colina na produgiic de B12 por
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Pseudomonas denitrificans crescendo em meio quimicamente definido é mostrado na

Figura 3.3.

Tem sido demonstrado que o mecanismo de estimulagio da producdo de vitamina
B12 por betaina e colina ndo ¢ devido & doagdo de grupos metil para o anel corrino. Ja se
sabe que a metionina é o Unico precursor desses grupos (WHITE ¢ DEMAIN citado por
SPALLA et al., 1989, DEMAIN et al., 1968). FA et al. (1984) mostraram que a presenca de
betaina promove o crescimento do contelido intracelular especifico da primeira enzima da
biossintese do anel corrino e da porfirina (dcido S-aminolevulinico sintetase - ALAS). Na
presenca de betaina, ha um aumento na atividade da enzima. Segundo eles, a mais simples
interpretagdio do papel da betaina na produgio de vitamina B12, € que ela estimula a sintese
de ALAS.

Segundo FLORENT e NINET (1979), os principais objetivos em pesquisa de

fermentacdo de vitamina B12 e seus derivados sdo:

- Adquirir um melhor conhecimento da biossintese dessa vitamina de modo a

favorecer os estudos bioquimicos e genéticos;

- Melhorar os microrganismos que possuem boa capacidade de produgéio

(Propionibactérias, Pseudomonas, etc);

- Melhorar as técnicas de extragéio ¢ purificagéo;

- Trocar os substratos tradicionais por nutrientes mais econdmicos, COmo rejeitos ou

subprodutos.
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FIGURA 3.3 - Efeito da Betaina ¢ Colina na Produgéio de Vitamina B12
por Pseudomonas denitrificans

Fonte: DEMAIN et al., (1968).

3.2.7 - Vitamina B12 na Medicina e Bioquimica

3.2.7.1 - Mecanismos Bioguimicos

As propriedades biolégicas da vitamina B12 sfio muitas. No homem, ela desperta
interesses do ponto de vista bioquimico, hematologico e neurologico. Esta versatilidade
fisiolégica pode ser explicada pelo fato de que a B12 estd envolvida no funcionamento de
numerosas enzimas, que tém papel vital no metabolismo (SPALLA et al., 1989). Sabe-se
que as cobalaminas sdo essenciais para o crescimento e reproducdo celular, hematopoiese,

sintese de nucleoproteinas e reagdes de metilagio. Alguns andlogos da cianocobalamina
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também apresentam importincia bioquimica. A coenzima adenosilcobalamina esta
envolvida em numerosas reagdes de rearranjo mediadas pela mutase e dehidrase; a
metilcobalamina é essencial para a enzima metiltransferase, que catalisa a regeneragdo do
tetrahidrofolato e; a hidroxicobalamina é usada em associagio com o nitroprussiato de
sédio, no tratamento de intoxicagdes por cianeto (TYLER et al., 1988).

Historicamente, entre as reagOes enzimatficas presentes na vitamina Bl2, a
isomerizagio de 4cido L-glutAmico para 4cido [B-metil aspértico, ¢ a mais importante
porque seu estudo levou ao isolamento da vitamina B12-coenzima (BARKER et al. citado
por SPALLA et al, 1989). Do ponto de vista bioquimico, a BI2 ¢ seus analogos estfo

envolvidos em importantes mecanismos € reagdes:

- Sua deficiéncia no homem diminui a biossintese do poliglutamato (REED et al.
citado por SPALLA et al., 1989);

- A presenga de adenosilcobalamina é necessdria para o funcionamento da metil-

malonil-CoA-mutase (FRIEDRICH, 1988);

- A degradaciio da metil-malonil-CoA, através do succil-CoA, ¢ importante para
evitar 2 metilmalonilacidemia (causada pela toxicidade do 4acido metilmaldnico)
(CARDINALE et al., 1969).

Na medicina, a importincia da vitamina B12 est4 relacionada com a sua atividade
anti-anémica, baseado numa inter-relagéio entre a vitamina, o dcido folico € a metionina;
sintese de 4cidos nucleicos e proteinas; metabolismo dos carboidratos ¢ lipidios, e sintese
da mielina (BOUKHZER, 1992, SPALLA et al., 1989).
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3.2.7.2 - Absorc¢io, Transporte, Metabolismo e Excreciio

A vitamina B12 € estocada no figado e apresenta uma meia-vida estimada em 400
dias. Pode ser absorvida pelo organismo através de dois mecanismos distintos: o primeiro,
denominado de mecanismo tipo difusio, acontece quando a quantidade disponivel de B12 &
alta. O segundo, muito mais importante, é conhecido como processo de absorgio ativa
(TYLER et al., 1988).

Segundo HARRIS (1968), a vitamina B12 é um dos tnicos entre todos os rmutrientes
essenciais, a ter um mecanismo altamente especializado para sua absorgdo. Embora as
necessidades didrias para o homem sejam medidas em microgramas, a habilidade para
transportar essas pequenas quantidades através da parede do intestino depende da presenca
de uma enzima transferase, secretada pelas células parietais da mucosa gastrica, e
denominada Fator Intrinseco (IF). O Fator Intrinseco liga-se firmemente & vitamina B12,
formando o complexo IF-B12. Neste, a vitamina ¢ protegida da acio dos microrganismos ¢
da perda pelas fezes. O complexo é transportado através do trato gastrointestinal até
alcangar o fleo-distal (por¢fio inferior do intestino delgado), onde é reabsorvido pela
mucosa intestinal. Neste ponto, segundo SPALLA et al.(1989) ¢ HARRIS (1968), acontece
um mecanismo muito interessante: o IF, aparentemente nfio possui aptidio para atravessar a
parede intestinal em diregfio & corrente sanguinea. Entra entfio em agfio, o Fator Extrinseco
(EF), que “quebra” a forma termodinamicamente estavel do complexo B12-IF, permitindo
assim que a vitamina alcance a circulagio sanguinea. Acredita-se que o ion calcio também
esteja envolvido no rompimento do complexo IF-B12 (TYLER et al., 1988).

O IF € uma glicoproteina de peso molecular entre 55000 ¢ 60000, mostrando
quantidade varidvel de agtcares, de acordo com a espécie de origem. Possui 2 sitios
receptores: um para a vitamina ¢ outro para as cé€lulas epiteliais do fleo. A absorcio
acontece em pH neutro e na presenca de ions de cobalto ou magnésic. Na formaggo do
complexo B12-IF, acredita-se que o 5,6 dimetilbenzimidazola tenha papel importante. Ha
outras proteinas que se ligam a vitamina B12, auxiliando no transporte da mesma até o
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plasma sanguineo. S3o conhecidas como transcobalaminas (TC), das quais as mais
importantes séio a TCI ¢ TCII (TYLER et al., 1988).

Embora o processo de excregio normal da B12 seja por via biliar, quantidades
excessivas de cobalaminas sdo excretadas pelos rins (TYLER et al., 1988).

3.2.7.3 - Importincia da Vitamina B12 nos Animais

Segundo COATES (1968), embora seja geralmente aceito que todos os animais
necessitern de vitamina B12, ¢ praticamente impossivel calcular a quantidade exata que
cada espécie precisa. Na Tabela 3.6 ¢ apresentada uma estimativa das necessidades didrias
dos animais em comparagfio com o homem. Além da suplementagéo através de rages, os
animais podem obter a vitamina B12 por outras fontes como: sintese por microrganismos
do trato gastrointestinal, Teservas existentes nos proprios tecidos, solo e dgua contaminada,
e coprofagia. Logo, a quantidade requerida na dieta, depende da extenséo da contribuigéo
dessas fontes (PRATT, 1972 e COATES, 1968).

Para ROCHE (1972), os porcos, cachorros, ratos, raposas, frangos e demais aves
domésticas estdio entre os animais que mais sofrem com a deficiéncia de vitamina B12.
Neles, este tipo de hipovitaminose pode levar & inibicdo do crescimento, anemia e

problemas na pele, sistema nervoso, trato digestivo e sistema reprodutor.
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Tabela 3.6 - Necessidades Diarias Estimadas de Vitamina B12 para

Animais ¢ Homem
Espécie Necessidades
Galinha 8.8-20 ug/Kg
Galinha para criagdo 2 pngKg
Peru 4 ng/Kg
Porco 20 pg/Kg
Porco em Crescimento
10 Ib. peso vivo 22 ug/Kg
25 1b. peso vivo 15,4 ug/Kg
50 1b. peso vivo 11 pg/Kg
Bezerro 16-40 png/Kg
Cachorro 10 ng/Ke
Rato 0,5ug/100¢g
Macaco 2,5 ug/100 g
Homem 1-2 pg

Fonte: ROCHE (1972), COATES (1968), HARRIS (1968).

3.3 - Planejamento Experimental

Segundo CORNELL (1990), um programa de planejamento experimental deve ser
concebido tendo em mente duas propostas principais: quantificar a relaco entre os valores
das respostas de algumas varidveis medidas e o conjunto de fatores experimentais que
podem afeta-las e, encontrar o valor dos fatores que produzem a(s) melhor(es) resposta(s).

Para NETO et al. (1995), a primeira coisa a se fazer no planejamento de um
experimento € determinar quais s3o os fatores e as respostas de interesse para o sistema que

se deseja estudar. Os fatores podem ser quantitativos ou qualitativos. Em seguida, € preciso
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definir claramente que objetivo se pretende alcangar com os experimentos, porque isso
determinard que tipo de planejamento experimental deve ser utilizado. A seguir, sfo
descritos dois tipos particulares de planejamento experimentais bastante Uteis.

3.3.1 - Planejamento Fatorial

Planejamentos desse tipo sdo de grande utilidade em investigagdes preliminares,
quando se deseja saber se determinados fatores tém ou nio influéneia sobre a resposta. Sao
planejamentos muito simples de executar e podem ser ampliados para formar um
planejamento mais sofisticado e assim se conhecer melhor a relagio funcional existente
entre a resposta ¢ os fatores (NETO et al., 1995).

Um planejamento fatorial requer a execugdo de experimentos para todas as
possiveis combinagdes dos niveis dos fatores, ou seja, se houver m; niveis do fator 1, m
niveis do fator 2, ..., e g do fator k, o planejamento sera um fatorial ny x oz x ... ox. O
nlimero minimo de experimentos € m X ... x I O tipo de plancjamento fatorial mais
simples é aquele em que se estuda apenas dois niveis (superior ¢ inferior) para cada um dos
k fatores. Logo, teremos 2x2x2x..x2= 2* ensaios diferentes (NETO et al., 1995).

3.3.2 - Planejamento Fatorial Fracionario

A medida que o nitmero de fatores k aumenta, o nimero de ensaios necessarios para
a execuclo de um planejamento fatorial 2° completo, aumenta rapidamente. Porém, a
informaggo desejada, em muitos casos, pode ser obtida fazendo-se um niimero de ensaios

bem menor, correspondente a uma fragio do niimero de ensaios do planejamento completo.

38



3 - Revisdo Bibliogrdfica

Na pratica, isto € possivel devido ao planejamento fatorial fracionsrio. Neste tipo de
planejamento, observa-se que os efeitos das interagdes de ordem mais alta, muitas vezes
tém valores pequenos e sfo destituidos de qualquer importincia pratica. Além disso,
quando o nimero de varidveis aumenta, crescem as chances de que uma ou mais varidveis
ndo afetem significadamente a resposta, seja por meio de efeitos principais, seja por meio
de efeitos de interagio (NETO et al., 1995 e BOX et al,, 1978). Um fatorial fraciondrio
costuma ser representado por 2“™, que é uma fragio correspondente a (1/2)® do fatorial
completo 2%, onde “m” é um niimero inteiro ndo negativo tal que 2™ > k+1. Por exemplo,
um planejamento do tipo 2*' ¢ uma meia fragio do fatorial completo 2°, indicando que
existem quatro varidveis com dois niveis, mas s3o realizados apenas 8 ensaios (NETO et
al., 1995 e KHURI & CORNELL, 1987).

Em um planejamento fatorial fraciondrio, as respostas obtidas nfio sio valores dos
efeitos isolados, mas sim uma “mistura ou confundimento” entre eles. A anilise desses
efeitos € feita através da resolugio do planejamento. Em geral, um planejamento de
resolugio R € aquele no qual nenhum efeito do fator de ordem “p” estd confundido com
algum de ordem menor que R-p. Deste modo, num planejamento com resolucéio cinco (R =
V), os efeitos principais estdo misturados somente com as interagdes de quatro fatores,
enquanto as interagSes de dois fatores se misturam com as de trés. Quem determina a
resolucéo de um fatorial sfo as suas relagdes geradoras (NETO et al., 1995, BOX et al,
1978).

3.3.3 - Método de Superficie Resposta

Segundo NETO et al. (1995), a metodologia de superficie resposta (RSM) é uma
técnica de otimizagio baseada no emprego de planejamentos fatoriais e constituida de duas
etapas distintas: modelagem e deslocamento. Essas etapas sio repetidas tantas vezes

quantas forem necessérias, com o objetivo de atingir uma regifo 6tima (maxima ou
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minima) da superficie investigada. A modelagem normalmente € feita ajustando-se
modelos lineares ou quadrdticos, a resultados experimentais obtidos a partir de
planejamentos fatoriais. O deslocamento se da sempre ao longo do caminho de maxima
inclinagiio de um determinado modelo, que € a trajet6ria na qual a resposta varia de forma

mais pronunciada.

BOX et al. (1978) descreve que a técnica de MSR pode responder a questSes do
tipo:

1 - Como uma resposta particular ¢ afetada por um dado conjunto de varidveis de

entrada, sobre uma regifio especifica de interesse?

2 - Quais varidveis de entrada levarfio a um produto que satisfaga as especificagles
desejadas?

3 - Quais valores de entrada renderfio o maximo para a resposta especifica? Como € a

superficie de resposta neste miximo?

Como a modelagem de superficie resposta ¢ feita ajustando-se modelos, €
importante decidir que tipo de modelo methor expressa a resposta como fungdo das
variaveis independentes. Modelos de 1* ¢ 2* ordem sdo geralmente utilizados.
Normalmente, como nfo se conhece nem o formato da superficie € nem a localizagdo,
comega-se admitindo que a superficie resposta obtida ¢ uma fung8o linear dos fatores, ¢
portanto, a resposta pode ser estimada por um modelo do tipo:

Y=b+Y bX, (3.1)

onde:
Y = func¢fo resposta;
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b; = coeficiente das varidveis independentes;

X; = variavel codificada.
A codificagio das varidveis € dada por:

X = Z-Z | (3.2)

AZ /2

onde:

Z = valor real da varidvel;

Z = valor médio da varidvel (ponto central);

X; = intervalo de variagéio de Z.

Para se calcular os coeficientes da Equagdo 3.1, os dados sfio obtidos pela
construgio de um planejamento fatorial completo 2*, com todas as combinacdes possiveis

das k varidveis no nivel superior (+1) e inferior (-1). A estimativa do erro experimental
pode ser obtida através da realizacfio de ensaios no ponto central (nivel 0).

Se 0 modelo linear nfio for adequado, deve-se entdio partir para um modelo

quadratico do tipo:

Y=5, +zk:b1Xl +Zb,.,.X,.2 +§iby.Xij (3.3)

i
i=1 i=1 =1 j=1

onde:

b;; e by sdo os coeficientes dos termos quadréticos das varidveis independentes
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Segundo COSTA (1996), diversos sdo os planejamentos gque podem ser usados
para montar a série de experimentos adicionais que possibilitem o calculo dos coeficientes
da Equagio 3.3. BOX ¢ WILSON (citados por KHURI ¢ CORNELL, 1987), criaram o
chamado planejamento com composto central, também conhecido como configuragio
“estrela”, consistindo de um fatorial completo 2, replicatas no ponto central ¢ dois pontos
sobre o eixo de cada varidvel a uma distdncia + o do ponfo central.

Segundo NETO et al. (1995), a avaliagio estatistica, com relagfio ao grau de ajuste
dos modelos aos dados experimentais, pode ser efetuada utilizando-se o coeficiente de

correlagéio e o teste F de significincia.

O teste F baseia-se na verificagdo se os modelos propostos explicam quantidade
significativa da variagdo dos dados experimentais, realizado através da comparacdo do
valor F estimado a partir dos resultados da andlise de varidncia (ANOVA), aplicados a
Equagdo 3.4, com o valor tabelado para uma distribuicio de referéncia I, p.1, np. Para o
modelo ser considerado valido, o valor de F calculado deve ser superior ao tabelado
(RODRIGUES, 1993).

F=[SQR/(p-1)J/[SQE/(N-p)] (3.4)

onde:
SQR = soma dos quadrados devido & regresséo;
SQE = soma dos quadrados devido ac erro;
P — 1 = graus de liberdade associado a SQR;

N — p = graus de liberdade associados a SQE.
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3.3.4 — Caminho de Ascendéncia Maxima

Segundo KHURI e CORNELL (1987), o procedimento denominado caminho de
ascendéncia maxima consiste em projetar uma sequéncia de experimentos ao longo do
caminhe de miximo aumento da resposta, de acordo com a Figura 3.4. A direcéio desta
sequéncia depende da escala adotada para as variaveis codificadas, sendo perpendicular as
linhas de contorno (BOX et al., 1978). A anilise do resultado obtido nesta etapa fornecerd o
novo ponto central para estudo. |

Os autores descrevem no trabalho uma metodologia matemdtica para o método.
Assumem inicialmente como verdadeira, a hipdtese que a superficic de resposta pode ser
aproximada, localmente, pela equagfio de um hiperplano, representada por:

n =Po +Z Xy (3.5

Tal aproximagéo € feita usando-se o modelo de 1* ordem, obtido a partir dos dados
experimentais, conforme a Equagfo 3.1.

CORNELL (1990) ¢ KHURI ¢ CORNELL (1987), apontam que 0s experimentos
adicionais a serem realizados ao longo do caminho de ascendéncia méxima, deveriio
corresponder a incrementos de 1,0.A;, 1,5.A;, 2,0.A;..., nos valores do ponto central das

varidveis dependentes, ou seja:
A= Xi.(AZ:/2) (3.6)
Xi=bi/2.v 3.7

onde:

A; = troca incremental;
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v = multiplicador de Lagrange.

X2 N
»
1 T o {67)
0,56 +
65
0+ "\
(68,66, 69) 60
triplicata
-0.5 T pto. central
-1 T o (59)
L | ] 1 1 e
1 | | 1 ] -
-1 -0,5 0 0,5 1 X1

Figura 3.4 - Representagio para o Caminho de Ascendéncia Méxima,
Partindo de um Pouto Central de um Planejamento 2

Fonte; NETO et al. (1993).
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4 - MATERIAIS E METODOS

4.1 — Microrganismo

Foi feito um “screening” visando selecionar o microrganismo que produzisse os
maiores rendimentos em termos de vitamina de B12, para a continuidade dos trabalhos.
Partiu-se de quatro bactérias, descritas na literatura como boas produtoras de B12:
Propionibacterium freudenreichii ATCC 9614, Propionibacterium jenseniii DSM 20274,
Propionibacterium shermanii ATCC 6207 ¢ Pseudomonas sp- ATCC 13867. A partir da
Pseudomonas sp. foram obtidos ainda, trés mutantes nomeados P1, P2 e P3. As culturas
pertencentes ao género Propionibacterium, foram mantidas em meio liquido a 4 °C,
enquanto as Pseudomonas foram estocadas em tubos inclinados, com agar, a 4 °C. Todas as
culturas foram repicadas em intervalos de quatro meses. A composi¢do dos meios de
manutengdo estdo descritas no item 4.4.

4.2 — Obtencio de Mutantes Espontineos

Para a obtengdio de mutantes espontineos capazes de produzir maiores quantidades
de vitamina B12, a bactéria Pseudomonas sp. foi submetida 2 um tratamento quimico,
utilizando concentragdes crescentes de 5,6-dimetilbenzimidazola (DMI), durante 120 horas
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de fermentac8io a uma temperatura de 29 °C. Segundo GAROFANO ¢ MERLI (citado por
SPALLA et al., 1989), como somente aqueles microrganismos que sintetizam a B12 podem
metabolizar o 5,6 DMI, é possivel obter mutantes resistentes a altas concentragdes do

mesmo.

Foram feitos experimentos usando concentragdes de 5,6 DMI variando de 25,0 mg/l
até 1,0 g/l. Em cada experimento foram observadas mudangas em relagio ao crescimento e
morfologia do microrganismo e produgio de vitamina B12. Os mutantes foram isolados em
Placas de Petri, ¢ conservados no meio de manutengfio apropriado. Nesta etapa, as
fermentactes foram feitas utilizando sacarose e lactose e o meio de composigio 1, descrito
no item 4.4. As condigbes operacionais sdo similares aquelas do ftem 4.5. Para efeito de
controle e comparagfo, foram feitas JAminas da cultura original e dos mutantes espontaneos
obtidos.

4.3 — Substrato

Para cada género de microrganismo foram testados dois agticares como principal
fonte de carbono: sacarose ¢ lactose. A sacarose foi proveniente de um aglcar comercial,
marca “Unifio”, contendo segundo o fabricante, um teor minimo de 99,8% do mesmo. A
lactose foi obtida através de ultrafiltragdo de soro de queijo em pé reconstituido. O
permeado obtido foi diluido at¢ se conseguir as concentragdes desejadas de lactose, para o
uso nas fermentagGes. O processo de ultrafiltrago foi efetuado em uma unidade do tipo
“ALFA-LAVAL UFS-17, com membrana do tipo “Romicom-Polissulfona”. Foi utilizado
um cartucho de abertura de Peso Molecular de 10000 Daltons, temperatura de 55 °C,
pressdo de entrada de 1,7 Kgfiem® e presséio de saida de 0,7 Kgflem?.
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4.4 — Meio de Cultura

Meios de Manutencio dos Microrganismos

Propionibacterias - Descrito por MARWUAHA et al. (1983-a), continha a seguinte
composicdo em g/l: extrato de levedura = 16,0; dgua de maceragfio de milho = 10,0; pH 6,0;

Pseudomonas — Descrito por FLORENT e NINET (1979), possuia a seguinte composigéo
em g/l: substrato = 60,0; (NH;)HPO, = 2,0; MgS0,.7H;0 = 1,0; MnSO4+.H,0 = 0,2;
ZnS0,.7H,0 = 0,02; Na;Mo004.2H,0 = 0,005; agar = 25,0; pH 7,0.

Meios de Culturas

Foram testados trés meios de cultura, sendo um especifico para Propionibacterium,
outro para Pseudomonas e o terceiro comum a ambos, conforme descrigdo abaixo. Cada
composig3o foi empregada usando-se sacarose ¢ lactose como substrato.

Meio 1 — Descrito por FLORENT (1986), foi utilizado para experimentos com
Pseudomonas sp. e seus mutantes, cuja composicio em g/l foi: substrato = 100,0; extrato de
levedura = 2,0; (NH):HPO, = 5,0; MgS0,4.7H,0 = 3,0; MnSQ4.H;0 = 0,2; ZnS04.7H;0 =
0,02; Na;Mo0,.2H,0 = 0,005, CoCL.6H,0 = 0,02; 5,6 DMI = 0,025 e Betaina = 10,0. As
condicbes operacionais empregadas foram: pH 7,4, temperatura = 29 °C, agitagiio = 300
rpm e aeragfo de 1,0 VVM.

Meio 2 — Descrito por QUESADA-CHANTO et al. (1994-b), foi usado nos experimentos
com Propionibacterias. A composigdo em g/l era: substrato = 90,0; extrato de levedura =
10,0; KH;PO; = 2,0; MgS0,.7H,0 = 0,2; CoChL.6H,0 = 0,02; FeS0,.7H,0 = 0,005;
(NH,);HPO, = 4,0; MnS04.H:0 = 0,005; CaCL.2H,0 = 0,02; 5,6 DMI = 0,025 e Tween
80 = 1,0. As condi¢des experimentais foram: pH 6,8, temperatura = 29 OC, agitagdo = 300
rpm ¢ acragfio de 0,5 VVM;
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Meio 3 — Descrito por FLORENT e NINET (1979), foi empregado tanto para Pseudomonas
quanto para Propionibacterias, tendo a seguinte composigio em g/l: substrato = 100,0;
agua de maceracfio de milho = 40,0; CoCL.2H,0 = 0,02 e 5,6 DMI = 0,025. As condigdes
operacionais foram as seguintes: pH 7,5, temperatura = 29 °C, agitaggo = 300 pm €
aeragdo de 0,5 VVM para Propionibaterias e 1,0 VVM para Pseudomonas.

Meio MRS

Composigdo em g/l: Peptona = 10,0; extrato de carne = 10,0; extrato de levedura = 5,0;
glicose = 20,0; tween 80 = 1,0; citrato de aménio = 2,0; acetato de sodio = 5,0; sulfato de
magnésio = 0,1; sulfato de manganés = 0,05; fosfato de sédio = 0,02 e pH 7,0,

Meio Padriio para Determinagio de B12 pelo Método Microbiolégico

Meio padréio para B12 em g/I: glicose = 40,0; asparagina = 0,2; acetato de sédio = 20,0;
casaminodcidos para andlise de vitaminas = 15,0; 4cido ascérbico = 4,0; L-cistina = 0,4;
DL-triptéfano = 0,4; sulfato de adenina = 0,02; hidrocloreto de guaning = 0,02; uracila =
0,02; xantana = 0,02; riboflavina = 0,001 ; hidrocloreto de tiamina = 0,001; biotina = 1x107%;
niacina = 0,002; 4cido P-aminobenzéico = 0,002; pantotenato de calcio = 0,001,
hidrocloreto de piridoxina = 0,004; hidrocloreto de piridoxal = 0,004; hidrocloreto de
piridoxamina = 0,8 x 107; acido fdlico = 0,2x10"%: fosfato monobasico de potassio = 1,0;
sulfato de magnésio = 0,4; fosfato bibasico de potissio = 1,0; clofeto de sédio = 0,02;
sulfato ferroso = 0,02; sulfato de manganés = 0,01; mono oleato complexo de sorbitano =
2,0 e pH 6,0;
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4.5 — Fermentacio

Para as trés primeiras etapas do trabalho (“screening”, selegfio do meio de cultura e
substrato e otimizagfio das varidveis experimentais), as fermentagdes foram conduzidas em
rascos agitados (erlenmeyers de 1000 ml), adaptados para permitir aeragdo e retirada de
amostras (Figura 4.1).

A {iltima etapa, que compreendeu o estudo dos pardmetros cinéticos, foi realizada
em um fermentador de bancada, tipo “New Brunswick — Bioflow ITI”, com capacidade para
5 Litros e controle de temperatura, pH, oxigénio dissolvido, agitacdo e aeragdo. Foram
utilizadas as melhores condi¢des operacionais, obtidas nas etapas anteriores. O volume de
inéculo usado em todas as fermentagbes foi sempre constante € igual a 10% (v/v). O
mesmo foi obtido a partir de pré-fermentagbes em frascos agitados, de acordo com ©
microrganismo, substrato, meio de cultura e condigbes operacionais selecionados nas etapas

anteriores.

Nos experimentos envolvendo Propionibacterias, que Tnostraram  ser
microaerofilicas, os erlenmeyers foram preenchidos com 700 ml de meio de cultura, e a
fermentaciio foi conduzida sem aeragéo nas primeiras 84 horas, e aerobicamente nas 84
horas posteriores, perfazendo 168 horas de fermentaghio (QUESADA-CHANTO et al,
1994-a, PEREZ-MENDONZA ¢ GARCIA-HERNANDEZ, 1983). Nos experimentos com
Pseudomonas, o frasco teve seu volume mantido em 500 ml, com aeragfo e agitagfo
durante as 120 horas de fermentagéio (FLORENT, 1986).
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Figera 4.1 — Esquema dos Frascos Agitados Usados na Fermentagéio

4.6 — Determinacio da Concentracio Celular

A concentragéio celular foi determinada através da medida da densidade otica,
seguindo procedimento descrito por QUESADA-CHANTO et al. (1994-a) ¢ SASAKI ¢
NAGAI (1986). Para relacionar concentragdo celular em funciio da absorbancia, duas
aliquotas com o mesmo volume foram cxtraidas do meio de fermentago, e em seguida
centrifugadas a 7000 rpm por 15 minutos e lavadas. Apds descarte do sobrenadante, uma
das aliquotas foi seca em estufa a vicuo a 70 °C por 24 horas ¢ teve sua massa celular
pesada. A outra amostra foi submetida a diluigdes conhecidas. A correlagiio entre a
densidade dtica de cada diluigio e a concentragdo celular contida na mesma, permitiu a
construgdo de um grifico de concentragdo celular (g/1) x absorbincia. Utilizou-se um
comprimento de onda de 660 nm para as Propionibacterias ¢ 578 nm para as

Pseudomonas. A curva obtida para cada microrganismo ¢ apresentada no Apéndice B.
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4.7 — Determinacio dos Acucares Redutores

A determinacfio do teor de lactose e sacarose foi feito através do Método de Fehling
em triplicata. A determinac3o da sacarose foi precedida por uma hidrélise com HC1 2N e
posterior neutralizagio com NaOH 10%.

Algumas determinagdes de sacarose nos mutantes de Pseudomonas sp. forneceram
valores irreais. A fim de se obter resultados confidveis, a concentragio de substrato dessas
amostras foi determinada por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC), em
equipamento modelo “Waters”, com coluna do tipo “Carbohydrate Analysis + Bondesil
NH,” (5 pm, 4,6 x 250 mm), utilizando padréo de sacarose. As andlises foram feitas na
Central Analitica do Instituto de Quimica da Unicamp.

4.8 — Extracio e Determinacdo da Vitamina B12

A determinagfio da conceniragiio de vitamina B12 a partir do caldo de fermentagéo
foi feita por um método quimico e por um método microbiolégico. Para efeito de controle,
os resultados da determinacfio quimica foram periodicamente comparados com aqueles
obtidos via microbiologica. Na comparagdio de amostras escolhidas aleatoriamente, a
diferenca maxima observada entre os dois métodos foi de 16,8% e na média 9,6%. Os
resultados obtidos pelo método quimico foram sempre maiores que os do meétodo

microbiolégico.

Como a maior parte da vitamina B12 é produzida intracelularmente, ambos os
métodos foram precedidos por um procedimento de extragéo, descrito por MARWAHA et
al. (1983-b) e JANICKI e PEDZIWILK (1966): retirou-se uma aliquota do caldo de

fermentagdo e ajustou-se o pH para 3,0 utilizando H,SO4 concentrado. A seguir, a mesma
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foi colocada em um banho com temperatura de 100 °C por 30 minutos e centrifugada. O
sobrenadante obtido foi entfio utilizado para a determinagfio da vitamina.

O método quimico, descrito por RUDKIN e TAYLOR (1952) e FISHER (1953),
possibilita, segundo os autores, a determinagdio de B12 em caldos de fermentagdio. A sua
sensibilidade € proxima a do método microbiol6gica, porém a precisio ¢ velocidade sdo
superiores. Esta metodologia é baseada na complexagfio e conversio da cobalamina em

cianocobalamina.

Adicionou-se NaCN ao sobrenadante obtido na extragic até que a concentracio de
1% fosse alcangada; corrigiu-se o pH para 9,5 — 10,0 com NaOH 10% ¢ esperou-se 5 horas,
a temperatura ambiente, para conversio completa das variantes da vitamina B12 para o
complexo dicianeto; adicionou-se 20% (p/v) de sulfato de sodio solido e ajustou-se
novamente o pH para 11,0 — 11,5, com NaOH 10%. A solucfio resultante foi submetida a
trés extragdes com dlcool benzilico; ao extrato formado, adicionou-se cloroférmio na
proporgio de 50% do volume total. A fase solvente foi extraida trés vezes com volumes de
8, 7 e 7 ml de 4gua, € a soluglio resultante teve entdo seu volume completado para 25 ml.
Para uma aliquota de 10 ml do extrato aquoso, adicionou-se 2 ml de solugiio de NaCN 10%,
para elevar o pH a 11,0 ou mais; para outra aliquota de 10 ml, 2 ml de KH,PO, 12,5% foi
adicionado, para que o pH atingisse entre 5,0 e 6,0; Apés 30 minutos de reacio, a
absorbéncia de cada uma das solugGes foi medida a 582,5 nm, contra uma solugio de 100
pg/ml de cianocobalamina, usada como branco. O comprimento de onda escolhido (582,5
nm), f0i 0 que, no espectro de absorgfio da cianocobalamina (entre 450 nm e 650 nm),
apresentou a maior variagdo de absorbancia entre as curvas do complexo B12-dicianeto e
da vitamina B12 cristalina (Figura 4.2).

A concentragio de vitamina B12 contida na amostra foi calculada pela Equacio 4.1:

B12 = [(AA).6/5.V.f] / E 4.1)
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Antes do inicio dos trabalhos, foram feitos testes para verificar a eficacia do método
quimico. O mesmo foi empregado na determinagdo do teor de vitamina B12 em um
medicamento, em um caldo de fermentacfo com adigfio de uma concentragdo de BI2
conhecida e em um caldo que nfo continha vitamina. Os resultados mostraram-se

satisfatérios, com desvios de, no maximo, 10% do valor real.

O método microbioldgico, descrito por AOAC (1990), € baseado no crescimento de
um microrganismo teste — Lactobacillus delbruecki subsp. Lacttis ATCC 7830. O
microrganismo foi ativado em meio MRS, com temperatura de 37 °C durante 24 horas, em
tubos contendo 5 ml de meio padrfio para deferminaciio de B12 e 1 ml de solugfio de Bi2
(cianocobalamina) com diferentes concentragSes. Esses tubos tiveram suas absorbéncias
lidas a 600 nm, possibilitando a obteng@o de uma curva de calibragéo de concentragio de
vitamina B12 em fungfio da absorbancia (Apéndice B). Para a analise do teor de vitamina
no meio de fermentagdo, utilizou-se o0 mesmo procedimento anterior, substituindo-se 1 ml

de solugdo de cianocobalamina por 1 ml do sobrenadante obtido no processo de extragéo.

4.9 — Determinacio do pH

A determinaggio do pH foi feita com pHmetro digital do tipo “Digimed - DM20”.
Para corregiio ¢ manutengdo do pH durante os experimentos realizados no fermentador de
bancada, foram utilizados HSO4 0,1 N ¢ NaOH 5,0%.
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4.10 — Determinacio do K; a

A determinagfio do Ky a foi efetuada pelo método dindmico (“Gass-Out™), de acordo
com descri¢io de MANZONI e CAVAZZONI (1998) e PIRT ( 1985). Segundo os autores,
essa metodologia possui boa precisdo para cdlculo do Kia em cinética de estado nfio-

estacionario de culturas em batelada. A taxa de consumo de oxigénio , é dada por:

dCy/dt = Kya.(CL~ C) — g2 X 4.2)

onde Cr e C, 80 respectivamente, a concentragio de oxigénio dissolvido na saturagfo e em
um tempo qualquer, X € a concentragio celular, t € o tempo e goz é a velocidade especifica
de utilizagdo de oxigénio.

Durante a fermentagio, cessando a aeragdio, o termo Kza (C;-C) na Equagdo 4.2,
torna-se zero, de medo que dCp/dt = go2.X. Logo, a inclinagiio de um gréfico de C;, versus 1,
fornece o valor de gps.X. Quando a aeracfio & restabelecida, a concentracio de oxigénio
dissolvido cresce, e as tangentes obtidas para diversos intervalos de tempo, permitem obter
dCy/dr de acordo com a Figura 4.3.

C 7 Aeracéo

Desligada
CL

Aeracdo Ligada

N
7
t

Figura 4.3 — Mudangas na Concentracdio de Oxigénio Dissolvido para o Célculo do Kja
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Rearranjando a Equacgéo 4.2, tem-se:

C = (-1/Kr2).(dCr/dt + oz X) + C (4.3)

Desta correlagfio, nota-se que, para Kia constante, um grafico de C versus (dCy/dt +
go2X), tera como inclinagéio —I/Kra (Figura 4.4).

CL

inclinagdo = -1/Kla

N
V4

qO2.X + dCL/dt

Figura 4.4 — Calculo do Kia para Fermentago de Pseudomonas P3
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4.11 - Planejamento Experimental

Para o estudo da avaliagio, modelagem e otimizagdio das varidveis experimentais,
foi empregado a Metodologia de Superficie Resposta (RSM). O planejamento experimental
foi composto das seguintes etapas (NETO et al., 1995, BOX et al., 197 8):

- Plancjamento Completo — Compreendeu a selegdio do microrganismo, do meio de cultura
€ do substrato, totalizando 20 experimentos;

- Plancjamento Fatorial Fraciondrio — Planejamento do tipo 27> com resolugsio IV,
envolvendo o estudo de 7 varidveis, perfazendo um total de 16 experimentos. Neste tipo

de planejamento, os efeitos principais estdo confundidos com os efeitos de terceira ordem;

- Planejamento Fatorial Completo com Composto Central — Planejamento com triplicata no
ponto central mais configuragéo do tipo “estrela”, totalizando 17 experimentos;

- Caminho de Ascendéncia Maxima — Composto de 6 experimentos;

- Segundo Plancjamento Fatorial Completo com Composto Central ~ Composto de 17
experimentos, sendo triplicata no ponto central mais uma configuracéo do tipo “estrela”.

As varidveis inicialmente avaliadas foram: idade do indculo (I), tempo de
fermentag8o (t), temperatura (T), pH (pH), concentragiio de substrato (S), concentracio de
5,6 DMI (D) e concentragiio de cobalto (C). A resposta estudada foi o rendimento de
vitamina BI2. A Tabela 4.1, mostra o resumo dos niveis experimentais das varidveis
estudadas no planejamento experimental,
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Tabela 4.1 — Niveis Experimentais das Variéveis Estudadas no Planejamento Experimental

1(h) t(h) T () pH Sl __D(mgM C(mgh
48 96 29 6,6 90,0 25,0 10,0
72 120 32 6,8 100,0 50,0 20,0
33 6.9 55,0
33,5 7,0 62,5
34 7,1 70,0
34,6 7,14 73,2
35 7.2 75,0
35,5 7.3 80,0
36 7.4 82,5
36,5 90,0
92,5
98,8
100,0
102,5
1168

OBS: Os numeros em pegrito referem-se aos niveis otimizados.

4.12 — Analise Estatistica

As analises estatisticas dos resultados obtidos durante o planejamento experimental
foram feitas por Andlise de Varidncia (ANOVA).
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5 — Resultados e Discussao

Conforme descrigiio apresentada no item “Fermentacdo” do capitulo “Materiais e
Métodos™, as etapas de selegdio do microrganismo, do meio de cultura ¢ do substrato e
otimizagdo das variaveis, foram realizadas em frascos agitados, enquanto que os parametros

cinéticos da fermentacio foram obtidos em fermentador de bancada.

S.1 — Obtencio dos Mutantes Espontineos de
Pseudomonas sp.

A bactéria Pseudomonas sp. foi submetida a um tratamento quimico, com
concentracBes crescentes de 5.6 dimetilbenzimidazola (DMI), com o objetivo de obter
mutantes espontaneos que possibilitassem a melhoria dos rendimentos de vitamina B12.
Segundo SPALLA et al. (1989), como o 56 DMI é um nucleotideo importante na
biossintese da B12, pois é responsével pela conversio das cobinamidas em cobalaminas, ¢
somente aqueles microrganismos que produzem esta vitamina sio capazes de metaboliza-
lo, é possivel obter mutantes de microrganismos que necessitam do nucleotideo mas nio

estdo aptos a sintetizé-los, como ¢ o caso da Pseudomonas sp.

Utilizando concentracdes de 5,6 DMI variando de 25,0 mg/l até 1000,0 mg/l, foram
isolados trés mutantes, nomeados Pseudomonas P1, Pseudomonas P2 e Pseudomonas P3,

que mostraram caracteristicas morfologicas diferentes da cultura original. Os trés mutantes

59



3 — Resultados e Discusséo

foram obtidos quando a concentragio de 5,6 DMI alcangou 800,0 mg/l. Na concentracio de
1600,0 mg/l ndo houve crescimento da cultura. Deste modo, os trés foram isolados em
placas de Petri e transferidos para um meio de manutencdo. Durante as fermentagdes, todos
mostraram melhores rendimentos de vitamina, consumo de substrato e concentragio celular

do gue a cultura original,

De acordo com a Tabela 5.1, observa-se que, entre os mutantes, a Pseudomonas P3
exibiu os melhores rendimentos de BI2, e que os mesmos, quando comparados aos
resultados obtidos com a cultura original, foram cerca de 6 vezes maior quando se utilizou
sacarose como substrato e 1,5 vezes maior com lactose. Além disso, houve um maior
consumo de substrato permitindo maiores produgdes de biomassa, principalmente nas

fermentag@es com sacarose.

Tabela 5.1 ~ Producdo de Vitamina B12, Concentragdo Celular ¢ Consumo de Substrato
para Fermentagio de Pseudomonas sp e seus Mutantes, em Meio de
Composigioe 1

Microrganismeo Substrato Rendimento Concentracio Consumo
B12 (mg/l) Celular (g/) Substrato (g/1)

Pseudomonas sp. Sacarose 0,68 32 20,1
Pseudomonas Pl Sacarose 2,50 4,8 58,7
Pseudomonas P2 Sacarose 2,85 37 34,2
Pseudomonas P3 Sacarose 3.86 6,1 61,4
Pseudomonas sp. Lactose N&o Detectavel 1,8 9,2
Pseudomonas P] Lactose Niao Detectavel 1,9 9,5
Pseudomonas P2 Lactose 0,95 1,7 10,3
Pseudomonas P3 Lactose 1,40 1,5 19,2
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52 — Selecio do Microrganismo, Meio de Cultura e
Substrato

Para esta etapa, além do mutante Psewdomonas P3 selecionado, foram utilizados
mais trés microrganismos: Propionibacterium freudenreichii, Propionibacterium jensenii ¢
Propionibacterium shermanii. Cada um foi testado em duas composigbes de meio de

cultura e dois tipos de substrato.

A Tabela 5.2 mostra os resultados obtidos para a Psendomonas P3. Nota-se que as
melhores produgdes de vitamina foram conseguidas com o meio de composicdo 1 e
sacarose. Segundo SPALLA et al. (1989), a Pseudomonas requer durante a fermentagdo,
além de nutrientes tradicionais e sais minerais, algumas outras substincias especificas que
funcionam como ativadores bioquimicos na biossintese da vitamina B12. Portanto, por ter o
meio 1 uma composigio mais especifica e balanceada, em termos das necessidades
nutricionais do microrganismo, os melhores resultados apresentados séo justificados. Além
disso, o mesmo foi suplementado com betaina, que aumenta © conteido especifico
intracelular da enzima acido $-aminolevulinico sintetase (ALAS), importante na biossintese

da B12 (FA et al., 1984, DEMAIN et al., 1968).

Em relacio ao tipo de substrato mais indicado, de acordo com a Tabela 5.2, os
valores do rendimento de vitamina, da concentragdo celular e do consumo de substrato,
foram maiores com a sacarose do que com a lactose. Tal comportamento € similar aqueles

verificados nas fermentacdes para obten¢do dos mutantes.

. Segundo BUCHANANS ¢ GIBBONS (1983), os microrganismos pertencentes ao
género das Pseudomonas podem acumular polissacarideos como rteserva de material,
podendo vir a excretd-lo no meio de fermentagao. Portanto, estes polissacarideos podem ter
influenciado a quantificagdo do teor de sacarose através do Meétodo de Fehling, conforme

descricdo apresentada no item 4.7, do Capitulo de Materiais ¢ Meétodos.
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Tabela 5.2 — Producio de Vitamina B12, Concentragio Celular e Consumo de Substrato,
por Pseudomonas P3 em Diferentes Substratos e Meios de Cultura a 29 °C e

120 horas de Fermentacdo
Meio de Substrate Rendimento Concentracio Consumo
Cultura B12 (mg/l) Celular (/) _ Substrato (g/l)
Meio 1 Sacarose 3,86 6,1 61,4
Meio 3 Sacarose 2,90 3,9 32,8
Meio 1 Lactose 1,40 L5 19,2
Meio 3 Lactose 1,03 1,1 13,7

Os resultados obtidos com Propionibacterium freudenreichii, P. Jensenii e P.
shermanii sdo apresentados na Tabela 5.3. Verifica-se que, entre as culturas utilizadas, o P.
Jjensenii, cultivado no meio de composicic 2 em presenca de sacarose, exibiu o maior
rendimento de vitamina, enquanto o P. freudenreichii, em meio 3 com lactose, apresentou a
mais alta concentracio celular e consumo de substrato, mostrando também boa produgio de
B1Z2. Tais resultados estdo em consonancia com aqueles obtidos por QUESADA-CHANTO
et al. (1994-b) que, ao efetuar um “screening” com 14 linhagens de Propionibacterium,
utilizando sacarose como substrato, elegeu o P. jensenii como um dos microrganismos mais

aptos a producéo de vitamina B12.

O meio de composigio 2 mostrou-se o mais indicado para as trés culturas, em
termos de rendimento de vitamina. Em relagdo & fonte de substrato, o P, Jjensenii exibiu
uma maior afinidade no consumo de sacarose, enquanto que o F. freudenreichii e o P.

shermanii tiveram seus melhores resultados associados a lactose.
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Tabela 5.3 — Produgio de Vitamina B12, Concentragio Celular ¢ Consumo de Substrato
para P. freudenreichii, P. jensenii e P. shermanii, a 29 C ¢ 168 horas de

Fermentagio
Microrganismo Meio/ Readimento  Concentragio Consumo
Substrato B12 (mg/) Celular (g/f) Substrate (g/1)
P. freudenreichii 2 — Sacarose 1,70 1,1 3,0
P. jensenii 2 — Sacarose 2,93 43 26,8
P. shermamii 2 — Sacarose 0,83 0,6 1,3
P. freudenreichii 2 —Lactose 2,08 4,5 33,6
P. jensenii 2 —Lactose 2,02 1,7 25,5
P. shermanii 2 — Lactose 1,73 0,3 16,9
P. freudenreichii 2 — Sacarose 1,29 1,6 3,8
P. jensenii 2 — Sacarose 1,98 1,8 10,2
P. shermamii 2 — Sacarose 0,97 0,8 2,1
P. freudenreichii 2 — Lactose 2,14 5,6 36,3
P. jensenii 2 —Lactose 1,72 1,3 14,5
P. shermanii 2 —Lactose 1,38 1,0 10,2

No geral pode-se afirmar que o P. jensenii ¢ o P. freudenreichii foram responsaveis
pelas maiores producdes de vitamina, ainda que o0s resultados fossem inferiores aqueles
obtidos pela Pseudomonas P3. Entretanto, ao contrario desta, eles mostraram maior

habilidade para consumir lactose.

A Tabela 5.4 apresenta os resultados do rendimento Yxs (concentragio celular /
concentragio substrato) e B12/X (concentragdo de vitamina B12 / concentragio celular),
para as fermentagdes que possibilitaram os maiores rendimentos de B12 para cada um dos
microrganismos. Verifica-se que a Pseudomonas sp. possui baixo rendimento de
crescimento (Yx:s = 0,10), porém apresenta a melbor produco de B12 por massa de célula
(B12/X = 0,64), o que pode significar um alto acomulo intracelular de vitamina. As
espécies de Propionibacterium por sua vez, pareceram ser mais efetivos no consumo de

substrato, mostrando maiores relagdes de biomassa produzida por substrato consumido.
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Na média, os valores de Yxs obtidos (0,10 a 0,25) situaram-se um pouco abaixo
daqueles descritos na literatura. QUESADA-CHANTO et al (19%94-a), obtiveram
rendimentos de crescimento de 03 g célula seca/g substrato, para produgdo de B12 por
Propionibacteria. Os valores de B12/X, porém, foram similares aqueles que a literatura faz
referéncia. QUESADA-CHANTO et al. (1997), utilizando Propionibacterium
Jreudenreichii, obtiveram no maximo 0,3 mg vitamina B12/ g célula seca; YE et al. (1996),
para as melhores condi¢Bes, alcangaram rendimentos de 0,63 mg vitamina B12/ g célula
seca, para fermentacio de Propionibacterium Jreudenreichii; por fim, FA et al. (1984),
conseguiram valores de B12/X de 0,32 mg vitamina B12/ g célula seca, na producio de

vitamina B12 por Pseudomonas denitrificans.

Tabela 5.4 — Comparagdo dos Rendimentos Yxs e B12/X para as Maiores Produgdes de
Vitamina B12 Obtidos para Pseudomonas sp., Propionibacterium Jjensenil,
Propionibacterium freudenreichii ¢ Propionibacterium shermanii.

Microrganismo Meio/ B12 Yxss B12/X
Substrato (mg/) (g cél./g subst.) (mg B12/g cél.)
Pseudomonas sp. 1 — Sacarose 3,86 0,10 0,64
Prop. jensenii 2 — Sacarose 2,93 0,25 0,61
Prop. freudenreichii 3 — Lactose 2,14 0,17 0,38
Prop. shermanii 2 — Lactose 1,43 0,14 0,60

Com base nos resultados apresentados, a Pseudomonas P3, o meio de composicao 1

e a sacarose, foram escolhidos para as etapas posteriores do trabatho.
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5.3 — Planejamento Fatorial Fracionario

A avaliagio dos efeitos das variaveis escolhidas e a influéncia de cada uma na
produgio de vitamina B12 foram feitos através de um planejamento fatorial fracionario.
Apds uma andlise da literatura, chegou-se a um mimero de varidveis que demonstraram ter
influéncia na produgio de vitamina B12. Quase todas ja foram estudadas anteriormente,
porém, ou foram examinadas individualmente ou em pequemos grupos, € COm seus

respectivos efeitos analisados em separado.

O planejamento fatorial fracionsrio utilizado foi do tipo 2, conforme descrigdo de
BOX et al. (1978) e NETO et al. (1995). Dos 128 experimentos necessarios para investigar
a influéncia das 7 variaveis em um planejamento fatorial completo, foram realizados apenas
16 experimentos. Empregou-se uma resolugiio IV para o planejamento fracionario utilizado.
Deste modo, os efeitos principais nio vdo estar misturados com as interagdes de dois
fatores e sim com as de trés, que em principio devem ser menos significativas (NETO et al,

1995). As variaveis estudadas nesta etapa foram:

- Idade do Inaculo (D),

- Tempo de Fermentagdo (t);

- Temperatura (T);

- pH inicial {pH};

- Concentragdo de Substrato,

- Concentracgo de 5.6 DMI (D);

- Concentragdo de Cobalto (C).

Os niveis experimentais utilizados e a codificagio dos mesmos sdo mostrados na

Tabela 5.5. A Tabela 5.6 por sua vez, traz as condigdes experimentais com seus valores
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codificados utilizados em cada ensaio. As relagbes geradoras usadas para a construgio do
planejamento fatorial fracionario foram: 5 =123, 6=234¢ 7= 134 (BOX et al.,, 1978).

Tabela 5.5 — Niveis Experimentais Utilizados no Planejamento Fatorial Fracionario 27

Niveis I (h) t (h) T (°C) pH* S(gh) D(mgl) C(mgh

- 48 96 29 7.0 90,0 250 100
+ 72 120 32 7.4 100,0 50,0 20,0

* pH inicial

Tabela 5.6 — \;’glores Codificados para cada Varidvel no Planejamento Fatorial Fracionario

2
Experimento X, Xs X3 X4 Xs Xs X
1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1 -1 +] -1 +1
3 -1 +1 -1 -1 +1 +1 -1
4 +1 +1 -1 -1 -1 +1 +1
5 -1 -] +1 -1 +1 +1 +1
6 +1 -1 +1 -1 -1 +1 -1
7 -1 +1 +1 -1 -1 -1 +1
8 +1 +1 +1 -1 +1 -1 -1
9 -1 -1 -1 +1 -1 +1 +1
10 +1 -1 -1 +1 +1 +1 -1
11 -1 +1 -1 +1 +1 -1 +1
12 +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1
13 -1 -1 +1 +1 +1 -1 -1
14 +1 -1 +1 +1 -1 -1 +1
15 -1 +1 +1 +1 -1 +1 |
16 +1 +1 +1 +1] +1 +1 +1

OBS: X, = vaniavel codificada para idade do inéculo;
X, = variavel codificada para tempo de fermentacio;
X; = variavel codificada para temperatura;
X4 = variavel codificada para pH inicial;
Xs = variavel codificada para concentracio de substrato;
Xs = vanavel codificada concentragdo de 5,6 DMI;
Xy = vaniavel codificada para concentragio de cobalto.
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A Tabela 5.7 apresenta os valores reais para cada variavel, utilizados em cada um
dos 16 experimentos, bem como o rendimento de vitamina B12 obtido em cada ensaio. Os
resultados completos, contendo a concentra¢do celular e o consumo de substrato de cada
experimento, sdo mostrados no Apéndice A. De acordo com a Tabela 5.7, as condigGes
experimentais utilizadas nos experimentos 5 ¢ 6 permitiram obter os maiores rendimentos

de B12, alcancando respectivamente 5,97 € 5,71 mg B12/1.

Tabela 5.7 — Valores Reais ¢ Rendimento de Vitamina B12 Durante o Planejamento
Fatorial Fracionario 27

Experimento | T T PH* S D C B12
W w0 @) (mgh) (mgh) (mgl)
1 48 96 29 7,0 900 250 10,0 295
2 72 96 29 70 1000 250 200 348
3 48 120 29 7.0 1000 50,0 10,0 3,63
4 72 120 29 7,0 20,0 500 20,0 4.17
5 48 96 32 7.0 100,0 50,0 20,0 5,97
6 72 96 32 7,0 90,0 50,0 100 5,71
7 48 120 32 7,0 90,0 25,0 200 427
8 72 120 32 7,0 100,0 250 10,0 4,67
9 48 96 29 7,4 90,0 50,0 20,0 3,77
10 72 96 29 7.4 100,0 50,0 10,0 3,81
11 48 120 29 7.4 100,0 250 200 2,89
12 72 120 29 7.4 90,0 250 10,0 2,73
13 48 96 32 7,4 100,0 250 10,0 3,21
14 72 96 32 7.4 90,0 250 20,0 3,07
15 48 120 32 7.4 90,0 50,0 10,0 444
16 72 120 32 7,4 100,0 50,0 200 4,37

* pH inicial
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Para se ter condigdes de medir estatisticamente 2 influéneia de cada varidvel no
rendimento da vitamina B12, a Tabela 5.8 mostra o efeito principal de cada variavel ¢ os
erros padrfes associados aos mesmos. Os efeitos foram calculados através do software
“Statistica for Windows™, e sic baseados na metodologia que emprega a “Tabela dos
Coeficientes de Contraste”, conforme descri¢io de BOX et al. (1978). Os erros, por sua
vez, foram calculados pela estimativa das varidncias, também descrito pelos mesmos

autores.

De acordo com BOX et al. (1978), através da comparagdo dos valores dos efeitos
estimados para cada variavel com o erro padréo associado, é possivel prever a influéncia de
cada um na resposta estudada. Assim, de acordo com a Tabela 5.8, nota-se que os sete
pardmetros afetaram o rendimento de B12, porém a intensidade dos mesmos sio diferentes.
Logo, para escolher quais dos parimetros seriam selecionados para a Andlise por Superficie
Resposta, comparou-se a intensidade dos valores dos efeitos principais, uma vez que, em
um planejamento saturado deste nivel, torna-se dificil uma analise precisa dos valores e
interacGes de 2 ordem ou superior. Os efeitos grafados com asterisco, na Tabela 5.8, sdo

aqueles considerados significativos.

As variveis que exerceram o maior efeito sobre o rendimento de B12 foram a
concentracido de 5,6 DMI (D), temperatura (T) e pH. Um aumento na concentragio de 5,6
DMI de 25,0 mg/l para 50,0 mg/l e na temperatura de 29 °C para 32 °C provocou,
respectivamente, um acréscimo de 108% e 104% na produglo de vitamina. O pH também
mostrou um efeito significativo, porém negativo. A passagem do nivel 7,0 para 7,4, reduziu
em 82% o rendimento de B12. As outras variaveis, ao contrario, afetaram a resposta menos

intensamente.

Ainda analisando os resultados da Tabela 5.8, pode-se observar que D, T ¢ pH
exerceram em ordem decrescente as maiores influéncias sobre a resposta. Como D e T
apresentaram efeito positivo na passagem do nivel experimental {(-) para (+), a continuidade
dos experimentos foi realizada a partir dos valores maximos (D=50,0 mg/l e T=32 °C) para

estas variaveis. De outro modo, para o pH que produziv um efeito negativo, o nivel
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escolhido para a proxima etapa foi 7,0. Em fungfo do exposto, os pardmetros selecionados
para a otimizagdo do processo fermentativo foram: concentragéo de 5,6 DMI, temperatura e
pH. As demais varidveis, que apresentaram efeitos poucos significativos, tiveram seus

niveis experimentais mantidos constantes, de acordo com o efeito positivo ou negativo

produzido.
Tabela 5.8 - I;_fegitos Principais e Erros Padrdes para o Planejamento Fatorial Fracionério
Efeito Resposta (Vitamina B12)
Meédia 3,95+0,12
Idade do Indculo (B 0,11 0,12
Tempo de Fermentagao ) -0,10+£0,12
Temperatura (T)* 1,04 £ 0,12
PH* -0,82 + 0,12
Concentragio de Substrato (S) 0,12+0,12
Concentracio de 5,6 DMI (D)* 1,08 + 0,12
Concentraggo de Cobalto (C) 0,11 £0,12

5.4 — Primeiro Planejamento com Composto Central

Para a obtencdo dos modelos matematicos empiricos que descrevessem ©
comportamento do rendimento de vitamina B12 em fungdo da concentragio de 5,6 DML,
temperatura e pH, foi utilizado um planejamento com COMPOSLO central aplicdvel &
Metodologia de Analise por Superficie Resposta, de acordo com descrigio de CORNELL
(1990), KHURI e CORNELL (1987) e BOX et al. (1978). O planejamento consistiu de um

fatorial 2°, uma configuragio “estrela” e uma triplicata no ponto central, totalizando 17
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experimentos. Cada ponto da configura¢do “estrela” foi colocado a uma disténcia o da

condigio do ponto central, definido por:

o = (28)14 (5.1)

onde g ¢ o nimero de vadaveis independentes ou fatores (KALIL, 1997). Para o

planejamento em questdo tem-se g=3ea=1,682.

Para o ponto central, em toro do qual foi projetado esta fase, escolheu-se os
seguintes valores: D = 62,5 mg/l, T=34°CepH= 7,0.

As variaveis foram estudadas, nesta fase, nos seguintes niveis codificados: -1,682; -
1, 0; +1; +1,682. A aplicagio da Equago 3.2 no planejamento atual resulta na seguinte

codificagfio para as variaveis:

X, = (T-34)/1,2 (5.2)
Xz = (pH ~ 7,0/0,24 (5.3)
X;=(D - 62,5)/7,5 (5.4)

onde:
X = variavel codificada para T;
Xz = variavel codificada para pH;

X3 = variavel codificada para D;

A Tabela 5.9 apresenta os valores reais e codificados das varidveis estudadas nesta
parte fase do trabalho. A partir deste ponto, de acordo com os resultados obtidos no

planejamento fatorial fracionario, foram mantidos constantes: I = 72 h,t=96h, S=100,0

70




5 — Resultados e Discussio

g/l e C = 20,0 mg/l. As condi¢des experimentais utilizadas para cada ensaio, com seus
valores codificados, sio mostrados na Tabela 5.10, enquanto que a Tabela 5.11, traz essas

varigveis em sua forma real, bem como os respectivos rendimentos de B12.

Tahela 5.8 — Valores Codificados e Valores Reais das Varidveis Usadas no Primeiro
Planejamento com Composto Central

Niveis Temperatura ("C) pH* 5,6 DMI (mg/l)
-1,682 32 0,6 50,0
-1 33 6,8 55,0
0 34 7,0 62,5
+1 35 72 70,0
+1,682 36 7.4 75,0
*pH inicial

‘Tabela 5.10 — Valores Codificados para o Primeiro Planejamento com Composto Central

Experimento X1 X3 X3
I -1 -1 -1
2 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1
4 +1 +1 -1
5 -1 -1 +1
6 +1 -1 +1
7 -1 +1 +1
8 +1 +1 +1
9 0 0 0
10 0 0 0
11 0 0 0
12 -1,682 0 0
13 +1,682 0 0
14 0 -1,682 0
15 0 +1,682 0
16 0 0 -1,682
17 0 0 +1,682

OBS: X, = variivel codificada para temperatura;
X, = variavel codificada para pH;,
X, = variavel codificada concentracio de 5,6 DML
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Tabela 5.11 — Varidveis Reais ¢ Valores para o Rendimento de Vitamina B12 Durante o
Primeiro Planejamento com Composto Central

Experimento Temperatura ("C) pH* 5,6 DMI (mg/l) B12 (mg/)

1 33 6.8 55,0 2,89
2 35 6,8 55,0 3,82
3 33 7.2 55,0 3,64
4 35 7.2 55,0 3,78
5 33 6,8 70,0 4,75
6 35 6,8 70,0 6,20
7 33 7.2 70,0 5,84
8 35 72 70,0 7,18
9 34 7,0 62,5 6,22
10 34 7,0 62,5 5,71
11 34 7,0 62,5 5,88
12 32 7.0 62,5 3,30
13 36 7,0 62,5 4,75
14 34 6,6 62,5 5,32
15 34 7.4 62,5 5,95
16 34 7,0 50,0 3,68
17 34 7,0 75,0 7,55

* pH inicial

3.4.1 — Modelos para o Rendimento da Vitamina B12

Com base nos resultados apresentados ma Tabela 5.11, utilizando o pacote
computacional “Statistica for Windows”, foi possivel obter: os modelos matematicos, que
relacionam o rendimento de vitamina B12 com as varidveis estudadas; as tabelas de analise
de varifincia, que auxiliam na escolha do modelo mais adequado ¢ os graficos

tridimensionais que permitem estudar as interagSes entre as variaveis.
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A seguir é mostrado o modelo de 1* ordem, relacionando o rendimento de B12 com

a temperatura (X;), pH (X3) e concentragéo de 5,6 DMI (X3):

B12=5086 +0,461X; + 0,281X5 + 1,197Xs (5.5)

Segundo KALIL (1997), a utilizagio do Teste F permite verificar se o modelo
explica uma quantidade significativa da variagio nos dados experimentais. O fundamento
do teste consiste em verificar se as modificagdes introduzidas nas condi¢des experimentais
nio tiveram nenhum efeito nos resultados obtidos, e as variagdes destes foram devidos
exclusivamente a fatores aleatorios. O Teste F pode ser expresso segundo a equagio a

Seguir:

Teste F = Média Quadrada Modelo/Média Quadrada dos Desvios (5.6)

O valor do F, calculado na Equagdo 5.6, ¢ comparado com o valor tabelado de uma
distribui¢io de frequéncia de referéncia (F wivet de significincia; Graus de Liberdade do Modelo; Graus de

Liberdade do Desvio)-

Na Tabela 5.12, é apresentada a Analise de Varidncia para o modelo de 12 ordem.
Como o valor tabelado de F para 99% de confianga, foi de 5,74, bem inferior aos 13,734
obtido com o modelo, pode-se afirmar que a quantidade de variagdo devido ao modelo ¢
maior que a variagio ndo explicada, e o modelo ¢ considerado valido. Desta forma, ¢
possivel dizer que o modelo ajustado explica 87.2% das variagdes das respostas

encontradas.
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Tabela 5.12 — Andlise de Varidncia para 0 Modelo Linear Obtido para o Rendimento de
Vitamina B12 no Primeiro Planejamento com Composto Central

Fonte de Soma Graus de Média Teste
Variagio Quadritica Liberdade Quadraitica F
Modelo 23,555 3 7,852 13,734
Desvios 7.432 13 0,572 -
Total 30,987 16 - -

Coeficiente de Correlagio = 0,872
Valor F tabelado (Fy99.3.13) = 5,74

Para o conjunto de resultados obtidos no primeiro planejamento com composto
central, € possivel também gerar um modelo quadritico, mostrado a seguir, que pode
relacionar melhor que o linear, o rendimento da vitamina em funcdo das varidveis
codificadas:

B12 = 5,955 + 0,461X, + 0,281X; + 1,197X; - 0,738X,% — 0,168X,>

- 0,175%5% - 0,113X;X; |+ 0,215X, X5 + 0,170X,X; (5.7)

A Tabela 5.13 mostra a Anélise de Varidncia para o modelo de 22 ordem gerado. A
comparaggo do valor F, calculado com o valor tabelado, mostra que o modelo ajustado para
explicar a variagio do rendimento de vitamina no nivel de confianca de 99%, também &

significativo, explicando 99,1% da variagfio das respostas encontradas.

Assim, 0s modelos linear e quadritico sfo estatisticamente representativos para
explicar a variagio do rendimento da vitamina B12 nas condigbes experimentais utilizadas,
ressalvando apemas que o modelo quadritico apresentou um coeficiente de correlagdo

SUPErior.
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Tabela 5.13 — Anilise de Varidncia para o Modelo Quadratico Obtido para o Rendimento
de Vitamina B12 no Primeiro Planejamento com Composto Central

Fonte de Soma Graus de Média Teste
Variacio Quadratica Liberdade Quadritica F

Modelo 31,057 9 3,451 43,636
Desvios 0,554 7 0,079 -
Total 31,611 16 - -

Coeficiente de Cormrelacido = 0,991
Valor F tabelado (Fos,9,7) = 6,72

A escolha do modelo que melhor descreva a variagdo da resposta ndo deve ser
realizado pela simples comparago dos valores do F ou dos coeficientes de correlacdo, ja
que os graus de liberdade associados a cada modelo sio diferentes. Optou-se entdo pela
utilizagio do “Teste de Preferéncia entre Modelos™, utilizado por COSTA (1996} segundo
descri¢io de CORNELL (1981), baseado na comparago do F calculado pela Equacio 5.8

com o valor tabelado de F(o; r; N-p):
F = [(SQzren — SQcon) (N-p)]A(8QcomT) (5.8
onde:
SQrep = Soma dos Quadrados dos Desvios do Modelo Reduzido {Linear),
SQcom = Soma dos Quadrados dos Desvios do Modelo Completo (Quadratico),
N = Numero de Ensaios — 1;

p = Numero de Pardmetros do Modelo Completo;

r = Diferenga entre o Numero de Pardmetros do Modelo Completo e do Modelo

Reduzido;

o = Nivel de Confianca Utilizado.

75



5 — Resultados e Discussédo

Pela substituigdo dos valores descritos nas Tabelas 5.12 e 5.13, tem-se:
F=[(7,432-0,554).(16 - 10))/(0,554).(10-4) = 12 425
O valor tabelado encontrado ¢ o seguinte:
Fs9,6,6)= 8,47

Logo, comparando-se os dois valores, nota-se que o F tabelado & menor que o
calculado, concluindo que, de acordo com o “Teste de Preferéncia entre Modelos”, 2 um
nivel de confianga de 99%, o modelo quadratico é o que melhor explica a variacido do

rendimento de B12 em fungéo da temperatura, pH ¢ concentragdo de 5,6 DMI.

A previsdo adequada do modelo quadratico pode ser methor visualizada na Figura
5.1. Nela ¢ apresentada uma comparagdo entre os rendimentos de vitamina B12 obtidos

experimentalmente e aqueles preditos pelo uso do modelo.

A substitnicdo das EquagBes 5.2 a 5.4 na Equagiio 5.7, permite a obtengdo da
seguinte express&o para o rendimento de B12 em funciio das variaveis experimentals com

valores reais:

B12 (mg/l) = -711,589 + 52,764T — 45,456pH — 1,219D — 0,738T> + 4,208pH>

~3,118x10°D* - 0,563T.pH + 2,86 7x10™T.D + 0,113pH.D (5.9)

Fazendo-se uma observagio mais detalhada na Equagiio 5.7, percebe-se o alto valor
do coeficiente X;, que mostra a grande influéncia da concentragio de 5.6
dimetilbenzimidazola na produgio de B12. Alguns autores (SPALLA et al, 1989,
FLORENT, 1986, MARWUAHA et al,, 1983-b) tém demonstrado a importancia da adico

deste precursor em fermentacdes para produgfio de vitamina B12. Tal composto forma
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junto com o fosfato e a ribose, ¢ macrociclo da molécula de vitamina B12, permitindo
ainda a conversio da cobinamida em cobalamina. Segundo os autores, alguns
microrganismos podem sintetizar seu proprio DML, enguanto qué outros, cOmo as
Pseudomonas, sio fortemente dependentes de adigio externa. Isto, aliado ao fato que o
mutante utilizado nesta etapa foi isolado a partir de altas concentrages do precursor,
explica a forte influéncia da varidvel no processo. O coeficiente de X, também indica um
aumento sensivel no rendimento de B12 com o aumento da temperatura, enquanto que em
relagio a Xz, ha um decréscimo na produgdo de B12 com o aumento do pH. Também fica

claro na Equagio 5.7, a existéncia de interagdes negativas {efeitos antagdnicos), entre X e

X, (T e pH).

O + e
45 _ N 2 VUt SN SOV SO
40 e
30 b

VALORES PREDITCS
{Modelo Quadrético)

25 ¢
2.0 i . . X . . i Ak N s i i
20 25 30 35 40 45 50 55 6.0 65 70 75 8,0 85

(Experimentaimente)
VALORES OBSERVADOS

Figura 5.1 — Valores Preditos versus Valores Experimentais para 0 Modelo Quadratico do

Primeiro Planejamento com Composto Central
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Considerando-se o modelo quadrdtico vélido, para efetuar uma analise mais
detalhada do comportamento de cada varidvel construiu-se graficos tridimensionais de
superficie resposta para todas as combinagSes possiveis de varidveis. Em todas as figuras, a
variavel que ndo estd representada teve o seu valor mantido constante no nivel utilizado no

ponto central,

A Figura 5.2 mostra a variagfio no rendimento de B12 em funcdo da temperatura ¢
pH inicial, mantendo-se fixa a concentragiio de 5,6 DMI, enquanto a Figura 5.3 apresenta,
para as mesmas condigdes, a curva de nivel correspondente. Verifica-se que a temperatura
exerce uma maior influéncia na resposta que o pH. A producao de vitamina é médxima para
temperaturas entre 33,0 °C e 36,0 °C e valores de pH acima de 7,2 e abaixo de 6,2, apesar
que niveis de pH inicial inferiores a este itimo nfo sdo desejaveis para fermentacio de
Pseudomonas. Fica claro, também, que a resposta ¢ mais sensivel a variagBes de
temperatura para valores limites de pH (abaixo de 6,5 e acima de 7,2), e que a associaclo

de niveis extremos de pH e temperatura provoca uma diminuicfio acentuada no rendimento.

As Figuras 5.4 e 5.5 descrevem a influéneia da concentragio de 5,6 DMI e do pH
inicial na produgéo de vitamina, para valores de temperatura constante. Percebe-se que a
resposta ¢ fortemente dependente da concentragio de 5,6 dimetilbenzimidazola. Este
comportamento faz com que os mais altos coeficientes dos modelos descritos nas Equages
3.3 e 5.7 estivessem relacionados a esta varidvel. Por outro lado, os piores rendimentos
estlo associados a baixas concentragdes de 5,6 DMI. Teoricamente, seria dificil precisar os
niveis 6timos das varidveis estudadas, mas concentragdes de 5,6 DMI superiores a 70 mg/1

e pH maior que 7,3 permitiram que a regifio de maxima produgiio fosse alcancada.

O comportamento da temperatura ¢ da concentragio de 5,6 DMI na producdo de
vitamina, para condigSes restritivas de pH inicial, ¢ mostrado pas Figuras 5.6 e 5.7. Nota-se
que ambas variaveis exercem forte influéncia na resposta. Os melhores rendimentos foram
conseguidos para altas concentragbes de 5,6 DMI (acima de 70,0 mg/]) e temperatura em
torno do ponto central (34,0 °C). Por outro lado, a reducdo na concentragio de 5,6 DMI

diminuiu acentuadamente a produgéo de B12. Os resultados indicam que pode existir uma
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regido de maximo, envolvendo valores de temperatura e 5,6 DMI maiores, com a ressalva

que altas temperaturas podem inibir o crescimento do microrganismo.
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Figura 5.2 — Superficie Resposta para a Variagdo do Rendimento de Vitamina B12 em

Fungdo da Temperatura e pH, para Concentragdo de 5,6 DMI = 62,5 mg/I
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Figura 5.3 — Curvas de Nivel para a Variagdo do Rendimento de Vitamina B12 em Fungao

da Temperatura e pH, para Concentragéo de 5,6 DMI = 62,5 mg/l
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Figura 5.4 — Superficie Resposta para a Variagao do Rendimento de Vitamina B12 em

Funcio da Concentragdo de 5,6 DMI e pH, para Temperatura = 34,0 %0
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Figura 5.5 — Curvas de Nivel para a Variagdo do Rendimento de Vitamina B12 em

Funcdo da Concentragdo de 5,6 DMI e pH, para Temperatura = 34,0 %
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Figura 5.6 — Superficie Resposta para a Variagdo do Rendimento de Vitamina B12 em

Funcdo da Temperatura e Concentragdo de 5,6 DMI, para pH =70
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Figura 5.7 — Curvas de Nivel para Variagdo do Rendimento de Vitamina B12 em Fungdo

da Temperatura e Concentragao de 5,6 DMI, para pH =7.0

Novos experimentos foram necessarios para determinar valores mais precisos para
as variaveis envolvidas, especialmente para temperatura, que ndo deve alcangar niveis
inibitorios para o crescimento do microrganismo, e para a concentragao de 5,6 DMI, que

demonstrou ser a variavel de maior influéncia no rendimento de vitamina B12.

5.5 — Caminho de Ascendéncia Maxima

Conforme os resultados apresentados no item anterior, o ponto de maximizacgdo da
resposta ndo tinha sido alcangado. Para estabelecer um novo ponto central € uma nova

regido de estudo, utilizou-se a metodologia denominada “Caminho de Ascendéncia
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Méxima”, descrita por NETO et al. (1995), CORNELL (1990) ¢ KHURI e CORNELL
(1987).

Para a determinacdo dos novos valores de T, pH e 5,6 DMI, utilizou-se a Equagio
5.5, que descreve o modelo linear para o rendimento, associado as Equagles 3.2, 3.6 e 3.7.

Arbitrando como troca incremental A; = 20,0 mg/l, tem-se:

X3 =Ay/(AZ3/2) =20/ (15/2) = 2,67 (5.10)
v=bs/(2.Xs) = 1,197/2.2,67=0,22 (5.1D)
X =by / (2.v) = 0,4612/2.0,22 = 1,03 (5.12)
A =X1(AZ; /2)=1,03.(2/1)=0,63 (5.13)
X2 =by/(2.v) = 0,2811/2.0,22 = 0,63 (5.14)
As =X2(AZ, [ 2) = 0,63.00,4/2)=0,13 (5.15)

A partir dos valores determinados nas EquagBes 5.10 a 5.15, construiu-se o
planejamento para o caminho de ascendéncia méxima, cujos niveis codificados sfo
apresentados na Tabela 5.14.

Devido a dificuldade de se manter niveis experimentais de temperatura com grande
precisfo, a troca incremental para a concentragio de 5,6 DMI (As), foi aumentada de 15,0
mg/1 para 20,0 mg/Ll. Da mesma forma, estabeleceu-se que o nivel méximo de temperatura a
ser estudado seria de 36,0 °C. Segundo BUCHANANS e GIBBONS (1983), a maior parte
das espécies de Pseudomonas nfio apresentam crescimento a temperaturas superiores a

36,0 °C.
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Tabela 5.14 — Valores Codificados para Temperatura, pH e Concentragio de 5,6 DMI para
os Experimentos do Caminho de Ascendéncia Maxima

Experimento Parimetro Xy X> X;
Ponto Central — PC 0,0 0,0 0,0
1 PC+ 1,0 A 1,03 0,63 2,67
2 PC+ 1,5 A 1,54 0,95 4,00
3 PC+2,0 A 2,06 1,26 5,34
4 PC+1,0A 1,03 0,63 2,67
5 PC+1,5A 1,54 0,95 4,00
6 PC+2,0 A 2,06 1,26 5,34

A Tabela 5.15 traz os valores das varidveis na forma real com os respectivos

rendimentos. Percebe-se que a vitamina B12 produzida alcanca o maior rendimento no

experimento de nimero 5. Porém, o valor médio ¢ maior para os experimentos em duplicata

1 e 4. A partir destes ensaios, os valores médios decrescem, provavelmente, pelas altas

temperaturas empregadas. De posse destes resultados, a regidio dos experimentos 1 ¢ 4,

revela a possibilidade de existéncia de um maximo de rendimento em relagiio a T e/ou pH

e/ou 5,6 DMI.

Amalisando os resultados obtidos no caminho de ascendéncia méxima, apresentados
na Tabela 5.15, e tendo claro a impossibilidade de se utilizar niveis mais elevados de

temperatura, decidiu-se escolber para a continuidade dos experimentos, o seguinte ponto
central: T = 35,0 °C, pH =7,1 e concentragiio de 5,6 DMI = 90,0 mg/L
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Tabela 5.15 — Valores Reais para Temperatura, pH e Concentragdo de 5,6 DMI,
e Rendimento de Vitamina B12 para os Experimentos do Caminho

de Ascendénecia Maxima.

Experimento Parimetro T ("0 pH* 5,6 BMI (mg/) B12 (mg/)

- Pto.Central -PC 34,0 7,0 62,5 -
- A 1,03 0,13 20.0 ]

1 PC+ 1,0 A; 35,0 7,1 825 5,99
2 PC+15A 355 72 92,5 5,49
3 PC +2,0 A; 36,0 7.3 102,5 3,90
4 PC+ 1,0 A; 35,0 7.1 82,5 6,28
5 PC+1,5A; 35,5 7.2 92,5 6,43
6 PC+2.0A, 36,0 7.3 102,5 422

+ pH inicial

5.6 — Segundo Planejamento com Composto Central

Com o objetivo de avaliar € modelar o comportamento do rendimento da vitamina
B12 em funcdio da temperatura, pH inicial e concentragio de 5.6 DMI, utilizou-se um novo
planejamento, constituido de um fatorial completo 2° associado a uma configuragio
“estrela”, com triplicata no ponto central, totalizando mais 17 ensaios. As relagOes

utilizadas para a codificago das variaveis foram as seguintes:

X, =(T-35)/1 (5.16)
Xs=(pH-7,1)/0,2 (5.17)
Xs = (DMI-90) / 10 (5.18)

onde:

X4 = variavel codificada para T,
Xs = variavel codificada para pH,
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X = variavel codificada para 5,6 DMI.

A Tabela 516 mostra a codificagio utilizada, com os respectivos niveis
experimentais. A Tabela 5.17 por sua vez, traz os valores reais de cada varidvel juntamente

com os rendimentos de vitamina B12.

Tabela 5.16 - Valores Codificados e Niveis Experimentais para o Segundo

Planejamento com Composto Central

Niveis T ('C) pH* 5,6 DMI (mg/l)
-1,682 33,5 6,8 73,2
-1 34,0 6,9 80,0
0 35,0 7.0 90,0
1 36,0 7,1 100,0
1,682 36,5 7.2 116,8
* pH inicial

Tabela 5.17 ~ Valores Reais e Rendimento de Vitamina B12 Obtidos no Segundo

Planejamento com Composto Central

Experimento T (C) pH* 5,6 DMI (mg/l) _ B12 (mg/l)
1 34,0 6,9 80,0 6,55
2 36,0 6,9 80,0 6,26
3 34,0 7,3 80,0 6,48
4 36,0 7,3 80,0 6,12
5 34,0 6,9 100,0 7,41
6 36,0 6,9 100,0 7,09
7 34,0 7.3 100,0 7,29
8 36,0 73 100,0 6,94
9 35,0 7.1 90,0 7,41
10 35,0 7,1 90,0 7,57
11 35,0 7.1 90,0 7,39
12 33,5 7,1 90,0 7,13
13 36,5 7,1 90,0 6,55
14 35,0 6.8 90,0 6,90
15 35,0 7,4 90,0 6,78
16 35,0 7,1 73,2 6,05
17 35,0 7.1 116,8 7,19
* pH inictal
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A analise dos resultados apresentados na Tabela 5.17 mostra, para o conjunto de
experimentos realizados, um aumento sensivel nos rendimentos obtidos, quando comparado
com aqueles do primeiro planejamento. Esse comportamento pode ser devido ao fato que, a
partir dos resultados do primeiro planejamento com composto central ¢ selecdo dos novos
pontos centrais no caminho de ascendéncia méxima, os novos pontos experimentais devem

estar situados em uma regido de maximo rendimento.

5.6.1 — Modelos Matematicos para o Rendimento da Vitamina
B12

Com a regressdo ¢ analise estatistica dos rendimentos apresentados na Tabela 5.17,
obteve-se o seguinte modelo linear, relacionando a produgéo de B12 com a temperatura
(X4), pH (X;s) e concentragdo de 5,6 DMI (Xe):

B12 = 6,889 — 0,168X, — 0,050Xs + 0,383X5 (5.19)

A seguir, na Tabela 5.18, é apresentada a Analise de Varidncia (ANOVA) do
modelo de primeira ordem, descrito na Equagdo 5.19. A comparagio entre o valor do F
calculado e do F tabelado mostra que o modelo ajustado é significativo para um nivel de

confianga de 99%, explicando 80,9% das variagdes das respostas encontradas.
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Tabela 5.18 — Andlise de Varidncia para o Modelo Linear Obtido para o Rendimento de

Vitamina B12 no Segundo Planejamento com Composto Central

Fonte de Soma Graus de Média Teste
Yariacio Quadratica Liberdade Quadratica F

Modelo 2,428 3 0,809 8,207
Desvios 1,282 13 0,099 -
Total 3,710 16 - -

Coeficiente de Correlagio = 0,809
Valor F tabelado (Fo,3,13) = 5,74

O modelo quadritico ou de 2° ordem, gerado a partir do mesmo conjunto de dados,

¢ mostrado na Equagio 5.20:

B12 = 7,454 — 0,168X, — 0,050Xs + 0,383X5 ~ 0,209X,? — 0,209Xs>

- 0,286Xs> — 0,013X, X5 — 0,003X,Xs — 0,008XsXs (5.20)

Da mesma forma, a Analise de Varidncia para o modelo descrito na Equagdo 5.20 é
apresentada na Tabela 5.19. Os resultados permitem afirmar que o modelo ¢ significativo
para um nivel de confianga de 99%, explicando 99,4% da variag@o das respostas para o

rendimento de vitamina B12.

‘Tabela 5.19 - Analise de Varidncia para o Modelo Quadrético Obtido para o Rendimento

de Vitamina B12 no 22 Planejamento com Composto Central

Fonte de Soma Graus de Meédia Teste
Variacio Quadratica Liberdade Quadratica F

Modelo 4335 9 0,482 08,857
Desvios 0,047 7 0,007 -
Total 4382 16 - -

Coeficiente de Correlagdo = 0,994
Valor F tabelado (Fo .09, 9.7)=6,72
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O modelo quadratico permitiu a obtencéio de um melhor coeficiente de correlagéo.
Porém, a exemplo do que ocorreu no primeiro planejamento, ambos os modelos sdo
estatisticamente significativos para explicar a variagcio da resposta nas condi¢les
experimentais utilizadas. Devido aos diferentes graus de liberdade associados, a escolbha do
melhor modelo deve ser baseada na comparagédo entre o F calculado pela Equacéio 5.8¢e¢ o F

tabelado, ou seja:
F=[(1,282 - 0,047).(16 — 10)] / [0,047 (10 ~ 4)] = 26,277 (5.8)
F tabelado = 8,47

Pelo critério adotado, o modelo quadratico € o que melhor explica a variagdo do
rendimento de vitamina em funcio da temperatura, pH e concentracfio de 5,6 DMI. A
Figura 5.8 compara os rendimentos de vitamina B12 preditos pelo modelo quadratico com
aqueles obtidos experimentalmente.

7.8 ~r -
78
74
72 |
7.0
68 |
66 |

64 |

Valcres Preditos peto Modelo Quadratico

60 +

8
& 58 ac 62 B4 66 68 7.0 72 74 75 78

Valores Medides Experimentaimente

Figura 5.8 — Valores Preditos versus Valores Experimentais para 0 Modelo Quadratico do
Segundo Planejamento com Composto Central
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O modelo quadritico escrito em fungfo das varidveis reais, pela substituigio das
EquagBes 5.16 2 5.18 em 5.20, permite a obtengdo da seguinte expressdo para o rendimento
de vitamina B12:

B12 (mg/l) = -535,641 + 14,541T + 74,560pH + 0,584DMI — 0,209T° — 5,214pH>

- 0,0025DMP — 0,013T.pH — 0,0003T.DMI — 0,0038pH.DMI (5.21)

A observagio dos coeficientes das Equages 5.20 e 5.21, mostra novamente, para a
nova regido de estudo, que as varidveis X, (T) e X¢ (5,6 DMI) exercem a maior influéncia
sobre a produgdo de B12.

Derivando a Equagfio 5.21 em fungfio de cada uma das varidveis presentes, &
possivel obter o valor miximo ou minimo local para T, pH inicial ¢ 5,6 DMI, na regidio
otimizada:

&B12 /8T =-0,4171 Valor maximo local (5.22)
B12/ 6pH? =-10,4274  Valor maximo local (5.23)
&’B12/8DMI® =-0,0057  Valor maximo local (5.24)

Por fim, a resolugéo do sistema de trés equagdes formado, a partir das derivadas da
Equagdo 5.21, permite escrever os valores otimizados para temperatura, pH inicial e
concentracdo de 5,6 DMI:

T=34°C
pH=17,14
Concentragio de 5,6 DMI = 98,8 mg/1

Os niveis experimentais otimizados, estdo inseridos dentro da faixa de valores
descritos na literatura. Uma anédlise dos artigos que descrevem a produc¢do de B12 por
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bactérias (principalmente do género Pseudomonas e Propionibacterium), mostram que o0s
valores mais comumente utilizados sfo: temperatura de 28 °C a 37 °C, pH68a72e
concentragdo de 5,6 DMI de até 2500 mg/l (YE et al, 1996, KOJIMA et al, 1993,
QUESADA-CHANTO et al, 1994-b, INOUE et al, 1992, SILVEIRA et al., 1990,
HATANAKA et al., 1988, NOPARATNARAPORN et al., 1986, MARWUAHA et al,
1983-a e 1983-b, e LAGO ¢ DEMAIN, 1969).

A partir das Figuras 5.9 a 5.14, obtidas pelo uso da Equagdo 5.21, é possivel
identificar com clareza a regifio espacial na qual se localizam os valores 6timos de T, pH
inicial e 5,6 DMI. A boa defini¢8o espacial da regifio otimizada, justifica-se principalmente
pelo fato que, no primeiro planejamento com composto central, o conjunto de valores de T,
pH e 5,6 DMI estudados, acenavam com uma possibilidade clara de existéncia de uma
regifio em que as respostas obtidas poderiam ser maximizadas. Nas Figuras 5.9 ¢ 5.10 séo
apresentados o comportamento do rendimento de vitamina B12 em fungfo da temperatura e
pH, mantendo-se a concentragdio de 5,6 DMI constante ¢ igual ao valor otimizado (98,8
mg/l). Percebe-se a existéncia de uma regido de rendimentos elevados, situada nas

temperaturas compreendidas entre 33,0 °Ce36,0°Ce pH 6,8 ¢ 7,3.

Nas Figuras 5.11 e 5.12, a temperatura foi mantida no nivel otimizado (34,6 °C).
Observa-se a forte influéneia que a varidvel 5,6 DMI exerce na resposta. Os melbores
rendimentos de vitamina estdio localizados para pH inicial variando de 6,8 a 7,3 ¢
concentragfio de 5,6 dimetilbenzimidazola de 85,0 mg/l até 105,0 mg/l.

Por fim, as Figuras 5.13 ¢ 5.14 mostram a varia¢do da produgfio de B12 em fungdo
da temperatura e concentragio de 5,6 DMI, para pH inicial igual a 7,14. O rendimento de
vitamina foi méximo na regifio de temperaturas entre 33,5 °C ¢ 36,0 °C e 85,0 a 105,0 mg/]
de 5,6 DMI. De acordo com os resultados obtidos, a escolha das condiges Gtimas de
operagdo, teria como fatores mais importantes a forte influéncia da concentragio do
precursor 5,6 DMI ¢ os niveis experimentais limitantes do pH e temperatura, no

crescimento do microrganismo.
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Figura 5.9 — Superficie Resposta para Variagdo do Rendimento de Vitamina B12

em fun¢do da Temperatura e pH, para Concentragdo de 5,6 DMI =
98,8 mg/l
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Figura 5.10 — Curvas de Nivel para Variagdo do Rendimento de Vitamina B12 em

fungio da Temperatura e pH, para Concentragdo de 5,6 DMI = 98,8
mg/l

92



5 — Resultados e Discussdo

yfoudy TARBWMIRUA,

Bl 429
Bl 4631
I 4,966
Bl 5302
EE 5837
[ 5973
[ 6,308
Bl 6643
Il 6,979
Bl 7314
I above
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Figura 5.14 — Curvas de Nivel para Variagdo do Rendimento de Vitamina B12 em

fungdo da Temperatura e Concentragdo de 5,6 DMI, para pH = 7,14
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O plancjamento experimental empregado mostrou ser uma ferramenta util para
analisar, modelar ¢ otimizar o efeito das varidveis experimentais empregadas na resposta
estudada. Em comparacdo com os experimentos anteriores a esta ctapa, houve uma
melhoria significativa no rendimento de vitamina, além de maiores consumos de substrato e
concentracdo celular, conforme resultados completos, listados nas Tabelas Al a AS57, do
Apéndice Al. A produgiio média de vitamina B12, para o segundo planejamento com
composto central, oscilou em torno de 7,00 mg/l, chegando a um méximo de 7,57 mg/l,
~ valor muito superior aos 3,86 mg/l, que foi o maior rendimento obtido antes do
planejamento experimental. O consumo de substrato ¢ o rendimento celular méximo

também mostraram niveis superiores aos anteriores, alcangando respectivamente, 94,5 g/l e

7.9 g/l.

5.7 — Experimentos em Fermentador de Bancada

Ao final da avaliagio, modelagem e otimizagdo das varidveis experimentais,
passou-se a proxima etapa do trabatho, que consistiu em investigar a influéncia de alguns
pardmetros importantes no rendimento de B12. Esse estigio foi conduzido em um
fermentador de bancada com capacidade de 5,0 litros e controle automético de temperatura,
pH, aeragdio, agitagdo e concentragio de oxigénio dissolvido. As condi¢Ses experimentais

empregadas, de acordo com a etapa anterior, foram:

Temperatura = 34,6 °C;

pH=17,14;

Concentragio de 5,6 DMI = 98,8 mg/l;
Tempo de Fermentagfio = 96 h;

Idade do Indculo = 72 h;

Concentracio de Substrato = 100,0 g/1;
Concentracio de Cobalto = 20,0 mg/l.
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5.7.1 - Influéncia do Tempo de Adicio de 5,6 DMI no
Rendimento da Vitamina B12

A presenca de 5,6 DMI tem sido repetidamente descrita na literatura como
importante na formacdo da Vitamina B12, por permitir a conversio da cobinamida em
cobalamina, através da formag#io do 5’-Dexosiadenosilcobalamina Fosfato (QUESADA-
CHANTO et al,, 1994-b, KRALOVA ¢ RAUCH, 1985, FA et al, 1984, MARWUAHA et
al., 1983-b). Além disso, acredita-se que como outros precursores, ele aumenta a
permeabilidade celular durante o periodo de intensa producio de vitamina (FLORENT e
NINET, 1979).

Ao contrario de outras bactérias, como as do género Propionibacterium, que
possuem a habilidade de sintetizar seu proprio dimetilbenzimidazola, a Pseudomonas
necessita da adigfo externa do mesmo (SPALLA et al,, 1989). Porém, conforme observagéo
feita por KRALOVA ¢ RAUCH (1985), o efeito estimulante do 5,6 DMI depende, nio
somente de sua concentragdo, mas também do tempo em que ele é adicionado a

fermentacéo.

A fim de se determinar a influéncia que os diferentes tempos de adigio de 5,6 DMI
exercem sobre o rendimento da vitamina B12, foram testados 4 diferentes niveis: 0 h, 24 h,
48 h e 72 h de fermentagfo. A concentragdo utilizada — 98,8 mg/l, foi aquela otimizada na
etapa anterior. Na Tabela 5.20 sdo mostrados os resultados obtidos.
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Tabela 5.20 - Rendimento de Vitamina B12, Concentragéio Celular € Consumo
de Substrato para Diferentes Tempos de Adiggio de 5,6 DMI

Tempo Adi¢do Rendimento B12 Conc. Celuiar Cons. Substrato

5,6 DMI (h) (mg/l) (gD (g
0 4,25 3,56 58,9
24 7,31 3,86 71,2
48 7,91 5,05 83,5
72 5,83 4,31 89,1

Os resultados apresentados sugerem existéncia de um tempo 6timo de adigho em
torno de 48 h. Essa fermentagio mostrou os maiores rendimentos de vitamina e
concentracio celular, associados também a um alto consumo de substrato. Por outro lado,
quando o precursor foi adicionado no inicio da fermentagdo (0 h), houve uma queda
acentuada pa produgiio de vitamina BI2. MARWUAHA et al. (1983-b), utilizando
Propionibacterium shermanii para produgio de B12, também observaram um efeito
inibitério do 5,6 DMI, quando adicionado nos estégios iniciais da fermentagio. Segundo
eles, a produgio de vitamina B12 acaba sendo prejudicada pela inibigfio do crescimento do

microrganismo.

Nizo foram encontradas, na literatura, referéncias a tempo 6timo de adigfio de 5,6
DMI em fermentaciio com Pseudomonas. Os trabalhos encontrados sempre s¢ referiam a
Propionibactérias (QUESADA-CHANTO et al, 1994-b, KRALOVA ¢ RAUCH, 1985,
PEREZ-MENDONZA ¢ GARCIA-HERNANDEZ, 1983, MARWUAHA et al,, 1983-b), e
os resultados apresentados mostravam que os melhores rendimentos de vitamina B12 eram
conseguidos na segunda metade da fermentagfio, que correspondia a tempos de adicfio de
5,6 DMI variando de 48 h até 182 h.
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5.7.2 — Influéncia do Controle de pH no Rendimento da
Vitamina B12

Muitos autores tém reportado a forte influéncia que o pH exerce sobre
microrganismos produtores de vitamina B12, sobretudo bactérias (QUESADA-CHANTO
et al., 1998, BAINOTTI et al., 1996, YONGFU et al, 1995, QUESADA-CHANTO et al,,
1994-b). Porém, a grande maioria dos trabalhos tratam de investigar a relagio entre o nivel
inicial de pH empregado e a produgdo de B12. Com o objetivo de melhor determinar esta
relagfio, foram realizados experimentos para estabelecer a influéncia que o controle do pH
tem no rendimento da vitamina e no crescimento celular. Para a manutengio do pH no nivel
desejado, NaOH 5% e H,SO, 0,IN foram utilizados. A Figura 5.15 mostra o
comportamento do pH durante a fermentagfio, quando nenbum controle foi empregado.
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Figura 5.15 - Comportamento do pH durante a Fermentagiio de Pseudomonas P3
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Observa-se que o pH decresce continuamente até 48 horas de fermentagfio, quando
entdo, torna-se relativamente constante. A queda mostra-se mais acentuada nas primeiras
24 horas, onde a produgio de acido pelo microrganismo deve ser mais intensa. Segundo
YONGFU et al. (1995), ha evidéncias, que em fermentagiio de Pseudomonas para produgéo
de vitamina B12, o microrganismo excrete dacido acético durante o crescimento,
provocando uma redugfo consideravel do pH. Durante os experimentos, apesar de nfo se
ter realizado qualquer caracteriza¢iio ou identificagéio, notou-se um odor caracteristico que
lembrava o 4cido acético. QUESADA-CHANTO et al. (1994-b) nfo fazem nenhuma
referéneia A relagio entre o tempo de fermentagdo e a produgdio de acido propibnico €
acético, durante a fermentac3o de varias culturas de Propionibacterium. Entretanto, eles

notaram que a maxima produgfo dos acidos ocorria entre pH inicial 6,5 e 7,0.

A Figura 5.16 compara o rendimento celular obtido com e sem controle de pH. No
experimento em que o pH & controlado, a méxima produgfo celular (6,31 g célula seca / 1
meio cultura), é alcangado ap6s 49 horas de fermentagio, enquanto que sem controle, o
maior rendimento (7,94 g/l) tem lugar apés 58 horas. Ao final da fermentacdo (96 horas),
verificou-se também que o maior rendimento celular ocorren quando o pH nio foi
controlado (4,85 g/l contra 3,86 g/1).

Mesmo com a queda acentuada do pH nas primeiras 48 horas de experimento na
corrida sem controle, o maior rendimento atingido sugere que nfio houve diminui¢do do
crescimento celular. Verificou-se apenas que a maxima produgéo celular foi alcangada em

58 horas de fermentaciio, superior portanto as 49 horas da corrida com controle de pH.

BAINOTTI et al. (1996), também estudaram a influéncia do pH no crescimento
microbiano e na produgfo de vitamina B12 por Acetobacterium sp. Eles concluiram que um
aumento na concentragfo inicial de 4cido acético no meio de cultura, nfo interferin no
rendimento celular, porém, provocou uma diminuicdo na velocidade especifica de

crescimento (). O trabalho contudo, nfio abordou a relagio entre o controle do pH ¢ o

crescimento do microrganismo.
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Figura 5.16 — Curvas de Concentragdo Celular para Experimentos Com e Sem Controle de
pH.

A Tabela 5.21 apresenta os resultados completos das corridas com e sem controle de
pH. Os valores da velocidade méxima especifica de crescimento (i) mostram que, no
experimento sem controle do pH, nfio houve inibigéio do crescimento celular. Além disso, a
producéo de vitamina B12 foi superior, permitindo que se conchia que a substancia 4cida
excretada pelo microrganismo durante a fermentacfio nfio interfere negativamente na
produgdo da vitamina. Vale ressaltar apenas que, possivelmente, o controle do pH tenha
promovido um aumento do conmteiido intracelular da vitamina pelo mutante de
Pseudomonas, ja que pesta corrida, uma maior concentragiio de B12 por massa de célula

seca, foi conseguida.
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Tabela 5.21 — Produgfio de Vitamina B12, Concentragio Celular e Velocidade
Méxima Especifica de Crescimento (pmsx) para FermentagSes Com e

Sem Controle de pH
Experimento Conc. Celular Rendimento B12 [T
(gM (mg/l) _ (mg/g celula) (h™h)
com controle pH 3,86 7,16 1,85 0,175
sem controle pH 485 7,53 1,55 0,179

5.7.3 — Influéncia do K; a sobre o Rendimento da Vitamina B12

As bactérias do género Pseudomonas, produtoras de vitamina B12, sdo conhecidas
por serem estritamente asrébicas e, portanto, dependentes de oxigénio. Contudo, o efeito da
concentragio de oxigénio durante a fermentagfio € ainda objeto de controvérsias. SPALLA
et al. (1989) relataram que o nivel de oxigénio dissolvido é um jmportante parametro na
produgdio de vitamina B12. Para eles, no inicio do processo, a concentragio de oxigénio
deve ser suficientemente alta, de modo a evitar a inibi¢do do crescimento (pO->0). Durante
a fermentagfio, ao contririo, o oxigénio torna-se o fator limitante do crescimentio e isto de
algum modo induz o inicio da produgio de B12. Por essa razfio, € necessdrio fornecer
oxigénio em quantidades limitadas.

FLORENT (1986), ao contrario, defende que a fermentagio de Pseudomonas para
produggo de vitamina deve se processar com concentragles de oxigénio dissolvido altas e
constantes. Ele defende que, como a conversdo da cobinamida em cobalamina por agéo do
5,6 DMI se processa em presenga de oxigénio, a segunda parte da fermentacfio nfo deve se
realizar com concentracdes limitantes. Esses trabalhos séo contraditérios, dificultando uma
interpretagio mais apurada da influéncia da concentragio de oxigénio na produgfio de B12,

por Pseudomonas.
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Segundo PIRT (1975) e MOLWITZ et al. (1996), o coeficiente volumétrico de
transferéncia de oxigénio — Kpa é uma ferramenta ttil para avaliar o efeito do oxigénio nos
processos fermentativos. Portanto, esta etapa do trabalho objetivou estudar o efeito de
diferentes coeficientes volumétricos de transferdncia de oxigénio, no crescimento e

produgéo de vitamina B12 por Pseudomonas P3.

O Kia foi calculado a partir do teor de oxigénio dissolvido, que foi mantido
constante durante a fermentago. Foram empregados os seguintes niveis: 20%, 50% e 80%
de oxigénio que, de acordo com a metodologia descrita (item 4.10), forneceram

respectivamente os seguintes valores de Kya: 9,72 b, 36,8 h € 93,2 h'.

A Tabela 5.22 apresenta os resultados obtidos. Observa-se que a Pseudomonas P3
foi capaz de crescer e produzir vitamina B12 sob concentracSes constantes de oxigénio, j
que a pressdo de oxigénio (pO;) foi mantida inalterada ac longo da fermentago. A
produgdio de vitamina foi particularmente afetada pelo Kra. Um aumento de 9,72 h! para
36,8 b, permitiu que a concentragio de B12 aumentasse quase 50%. A producio de
biomassa € o consumo de substrato também foram maiores. Quando o nivel do Kja
alcangou 93,2 k', equivalente a pO, = 80%, houve um decréscimo no rendimento de
vitamina B12. Aqui, provavelmente, a alta concentragio de oxigénio durante toda a
fermentagdio tenha inibido um pouco a produgfio de vitamina, principalmente no estagio de
produgdo intensa que, segundo SPALLA et al. (1989), deveria ser conduzido com baixas
concentragbes. Com este nivel de Kra, houve também uma redugéo no rendimento celular e
na degradacgio do substrato. Os valores de Yxxs mostraram um comportamento similar €, a

exemplo dos resultados obtidos nos experimentos em frascos agitados, foram reduzidos.

YE et al. (1996) conclufram que o oxigénio ¢ um pardmetro chave na fermentacio
de Propionibacterium freudenreichii para produgio de vitamina B12. Apesar da dificuldade
de comparagdo, por se tratar de microrganismos diferentes ¢ do Propionibacterium
Jreudenreichii ndo ser estritamente aerébio como a Pseudomornas P3, é interessante relatar

que eles observaram gue a concentragio de oxigénio no meio de fermentacgio ¢ diretamente
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responsavel por mudancas no metabolismo celular e ajustes na distribuigdio dos produtos
finais e outros metabélitos da fermentagdo.

Tabela 5.22 - Rendimento de Vitamina B12, Concentragio Celular e Rendimento
Y para Diferentes Valores de Kia

Pressiao K;a Rendimento Concentra¢io Consumo  Rendimento
Oxigénio  (h™) B12 Celular  Substrato Yxss
pO2 (%) (mg/l) &M (g (g cél./g subst.)

20 9,72 4.96 3,12 65,7 0,047

50 36,8 7.41 5,17 81,3 0,064

80 93,2 5,74 4,65 72,8 0,065

Com os resultados apresentados, pode-se afirmar que o Kia influencia a produgéo

de vitamina B12 e de biomassa, porém, para se chegar a uma definigio sobre o nivel ideal
desta varigvel a ser usada durante a fermentac@o, mais experimentos, em torno do ponto

Kia=36,8 b, seriam desejaveis.
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6 — Conclusoes

O uso do 5,6 Dimetilbenzimidazola, como agente quimico (precursor), possibilitou
a obtengdo de trés mutantes espontdneos de Pseudomonas sp. Todos mostraram maiores
rendimentos de vitamina B12 do que a cultura original, e 0 mutante selecionado para a
continuidade dos trabalhos — Pseudomonas P3, produziu 3,86 mg B12/1, valor cerca de 6

vezes superior aquele obtido com a Pseudomonas sp;

Na etapa de “screening”, o microrganismo mais efetivo para produgdo de vitamina
B12 e consumo de substrato foi 0 mutante Pseudomonas P3. Na comparagio dos melhores
rendimentos, a cultura produziu 3,86 mg B12/1 contra 2,93 mg B12/1 do Propionibacterium
Jjensenii, 2,14 mg B12/I do Propionibacterium freudenreichii e 1,43 mg B12/1 do

Propionibacterium shermanii;

Ao contrario do que comumente € descrito na literatura, os microrganismos do
género Propionibacterium, utilizados no trabalho, apresentaram melhores condicfes de
crescimento em baixas taxas de aeragdio (microaerobiose) do que em atmosfera inerte com

Nitrogénio (anaerobiose);
Para as condigdes experimentais descritas ¢ para o microrganismo selecionado —

Pseudomonas P3, o meio de cultura 1 e sacarose foram respectivamente o meio de

composi¢io mais indicado e a melhor fonte de substrato;
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Dentre as sete varidveis experimentais estudadas, a concentragdo de 5,6 DMI, a
temperatura ¢ o pH foram as que mais influenciaram o rendimento de vitamina B12. Os
niveis otimizados no planejamento experimental foram: concentracdo de 5,6 DMI = 98.8
mg/l, temperatura = 34,6 °C e pH = 7,14. As demais varidveis foram fixadas nos niveis que
proporcionaram as melhores produgdes de B12: tempo de fermentagdo = 96 b, idade do
inéculo = 72 h, concentragfio de substrato = 100 g/l ¢ concentragfio de cobalto = 20,0 mg/1;

O planejamento experimental empregado mostrou-se importante para a avaliagdo e
selecio das varidveis, bem como para a maximizaciio da resposta estudada, permitindo a
obtencdo de valores crescentes para o rendimento de vitamina B12. A comparagdo entre os
melhores rendimentos conseguidos antes do planejamento dos experimentos (3,86 mg
B12/]) e depois da otimizaggio (7,57 mg B12/1), permite concluir que a producdo de B12 foi
methorada em quase 100%;

Para expressar a relagfo entre o rendimento de vitamina B2 e as varidveis
experimentais mais importantes, nas condig8es empregadas durante o trabalho, obteve-se o
seguinte modelo matemético:

B12 (mg/l) = -533,61 + 14,541T + 74,56pH + 0,584DMI — 0,209T> — 5,214pH>
-0,0025DMI? - 0,0013T.pH — 0,0003T.DMI - 0,0038pH.DMI

Durante os experimentos realizados em fermentador de bancada, foi possivel
observar que o tempo de adigdo do 5,6 dimetilbenzimidazola exerce uma forte influéncia
sobre a produgio de vitamina. A introdugfio do 5,6 DMI apés 48 horas de fermentacg#o
permitiu que se conseguisse os melhores rendimentos de B12 entre todas as condigbes
testadas;

A queda do pH durante a fermentag#o nfo inibiu o crescimento celular nem afetou o

rendimento da vitamina. O experimento sem controle de pH permitiu a obtengdo de uma
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maior produgio de B12, rendimento celular e velocidade méxima especifica de crescimento

do microrganismo;

Os resultados obtidos mostraram que a constante volumétrica de transferéncia de
oxigénio (K1a) influenciou a produgdo de vitamina ¢ de biomassa. Dos niveis testados, Kia
=36,8 h”' e concentragio de oxigénio de 50%, foi o que permitiu a obtengdo dos melhores

resultados.
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7 — Sugestdes para Trabalhos Futuros

Testar outras variagdes dos componentes do meio de cultura, a fim de se estabelecer
a composi¢io mais ideal para o mutante empregado;

Testar mais niveis de Kra a fim de se estabelecer com mais precisio, qual a

concentracio de oxigénio e taxa de aeragiio que maximiza a produgio de B12;

Observar a influéncia que a redugdo da concentragiio de oxigénio dissolvido, na

segunda metade da fermentag@o, poderia ter no rendimento de vitamina B12;

Caracterizar a substincia acida excretada pela Pseudomonas, ¢ determinar qual a

concentraciio méxima que nfo inibe o crescimento do microrganismo € a producdo de

vitamina B12;
Verificar a influéneia da adi¢io de substrato durante a fermentagéo;
Determinar as condi¢Bes 6timas para uma escala de produgio maior que a efetuada;

Investigar o processo de purificagio mais adequado para a obtengfio de um produto

puro.
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Apéndice A

Experimentos em Frascos Agitados

Tabela Al — Selegdo de Mutantes

Microrganismo: Pseudomonas sp (microrganismo original)

Fermentacio: 1

Substrato: sacarose

Condicoes Experimentais

Idadedo | Tempode | Temperatura pH Conc. de | Conc.de | Conc. de
Inéculo | Fermentagdo CC) Substrato | 5,6DMI | Cobalto
(h) (b) (%) (mg/) (mg/h)
72 120 29 7,5 10 250 20,0
Resultados Obtidos
Rendimento Vit. B12 (mg/l) Concent. Celular (g/1) Consumo Substrato (g/1)
0,68 3,2 20,1
Tabela A2 — Selegiio de Mutantes
Microrganismo: PseudomonasP1 (Mutante)
Fermentacao: 2 Substrato; sacarose
Condic¢oes Experimentais
Idadedo | Tempo de | Temperatura pH Conc.de | Conc. de | Conc. de
Inbculo | Fermentagio C) Substrato | 5,6 DMI | Cobalto
) (h) (%) (mg/) (mg/h)
72 120 29 7.5 10 25.0 20,0
Resultados Obtidos

Rendimento Vit. B12 (mg/h)

Concent. Celular (g/1)

Consumo Substrato (g/1)

2,50

4,8

587
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Tabela A3 — Sele¢do de Mutantes

Microrganismo: Pseudomonas P2 (Mutante)
Fermentacio: 3

Substrate: sacarose

Condi¢des Experimentais

Idade do | Tempo de | Temperatura pH Conc.de | Conc. de | Conc. de
Inécule | Fermentagio (C) Substratc | 5,6 DMI Cobalto
(h) 4:)] &) (mg/) (mg/D
72 120 29 7,5 10 25,0 20,0
Resultados Obtidos
Rendimento Vit. B12 (mg/1) Concent. Celular (g/) Consumo Substrato (g/1)
2.85 3,7 342
Tabela A4 — Sclegio de Mutantes
Microrganismo: Pseudomonas P3 (Mutante)
Fermentacio: 4 Substrato: sacarose
Condicoes Experimentais
Idadedo | Tempo de | Temperatura pH Conc. de | Conc.de | Conc. de
Inocule | Fermentagio (OC) Substrato | 5,6 DMI Cobalto
() 45 (%) (mg/) (mg/h
72 120 29 7.5 10 25,0 20,0
Resultados Obtidos
Rendimento Vit. B12 (mg/l) Concent. Celular (g/1) Consumo Substrato (g/1)
3.86 6,1 61,4
Tabela AS — Selegdo de Mutantes
Microrganisme: Pseudomonas sp
Fermentacio: 5 Substrate: lactose
Condicoes Experimentais
Idade do | Tempo de | Temperatura pH Conc.de | Conc.de | Conc. de
Inoeule | Fermentagdo Cc) Substrato | 5,6 DMI Cobalto
() M) (%) (mg/) (mg/T)
72 120 29 7.5 10 25,0 20,0

Resultados Obtidos

Rendimento Vit. B12 (mg/])

Concent. Celular {g/1)

Consumo Substrato (g/1)

Nio Detectavel

1,8

9,2
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Tabela A6 - Selecio de Mutantes

Microrganismo: Pseudomonas Pl
Fermentacio: 6

Substrato: lactose

Condi¢ées Experimentais

Idade do | Tempo de | Temperatura pH Conc.de | Conc. de | Conc. de
Indculo | Fermentagio C) Substrate | 5,6 DMI Cobalto
(h) ( (o) (mg/) (mg/h)
72 120 25 7,5 10 25,0 200
Resultados Obtidos
Rendimento Vit. B12 (mg/l) Concent. Celular (g/) Consumo Substrato (g/1)
Nao Detectavel 1,9 9.5
Tabela A7 — Selegdo de Mutantes
Microrganismo: Pseudomonas P2
Fermentac¢io: 7 Substrato: lactose
Condicoes Experimentais
Idadedo | Tempode | Temperatura pH Conc.de | Conc.de | Conc. de
Inocule | Fermentagéo ‘c) Substrato | 5,6 DMI Cobalto
() (h) (%) (mg/) (mg/l)
72 120 29 7,5 10 25.0 20,0
Resultados Obtidos
Rendimento Vit. B12 (mg/l) Concent. Celular (g/1) Consumo Substrato (g/1)
0,95 1,7 10,3
Tabela A8 — Seleciio de Mutantes
Microrganismo: Pseudomonas P3
Fermentacio: 8 Substrato: lactose
Condic¢oes Experimentais
Idadedo | Tempode | Temperatura pH Conc.de | Conc.de | Conc. de
Inoéculo | Fermentacio (C) Substrato | 5,6 DMI Cobalto
(h) (b (%) (mg/) (mg/l)
72 120 29 7.5 10 25,0 20,0
Resultados Obtidos

Rendimento Vit. B12 (mg/l)

Concent. Celular (g/1)

Consumo Substrato (g/1)

1,40

1,5

192
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Tabela A9 — Selecio de Meio de Cultura e Substrato

Microrganismo: Pseudomonas P3
Fermentacio: 9

Substrato e Meio: sacarose — meiol

Condicies Experimentais

Idade do | Tempo de | Temperatura pH Conc.de | Conc.de | Conc. de
Inéculo | Fermentagéo C) Substrato | 5,6 DMI Cobalto
(b) () (%) (mg) | (mgl)
72 120 29 7.5 10 25,0 20,0
Resultados Obtidos
Rendimento Vit. B12 (mg/) Concent. Celular (g/l) Consumo Substrato (g/1)
3,86 6,1 81,4
Tabela A10 — Selegio de Meio de Cultura e Substrato
Microrganismo: Pseudomonas P3
Fermentaciio: 10 Substrato e Meio: lactose — meio 4
Condicdes Experimentais
Idadedo | Tempo de | Temperatura pH Conc. de | Conc.de | Conc. de
Inéculo | Fermentagio ’C) Substrato | 5,6 DMI Cobalto
(L) (b (%) (mg/) (mg/t)
72 120 29 7,5 10 25,0 20,0
Resultados Obtidos
Rendimento Vit. B12 (mg/l) Concent. Celular (g/l) Consumo Substrato (g/)
1,40 1,5 19,2
Tabela A11 — Selecio de Meio de Cultura e Substrato
Microrganismo: Pseudomonas P3
Fermentacio: 11 Substrato ¢ Meio: sacarose — meio 3
Condicoes Experimentais
Idade do | Tempo de | Temperatura pH Conc.de | Conc.de | Conc. de
Inéculo | Fermentagio C0) Substrato | 5,6 DMI Cobalto
() () (%) (mg) | (mgfl)
72 120 29 7,5 10 25,0 20,0
Resultados Obtidoes

Rendimento Vit. B12 (mg/l)

Concent. Celular (g/1)

Consumo Substrato (g/1)

2,90

3.9

32,8
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Tabela A12 - Selegio de Meio de Cultura e Substrato

Microrganisme: Pseudomonas P3

Fermentacao: 12

Substrato e Meio: lactose — meio 3

Condigbes Experimentais

Idade do | Tempode | Temperatura pH Conc.de | Conc.de | Conc. de
Inéculo | Fermentagio °Cy Substrato | 5,6 DMI Cobalto
) (B) (%) (mg) | (mgfl)
72 120 29 7,5 10 25,0 20,0
Resultados Obtides
Rendimento Vit. B12 (mg/]) Concent. Celular (g/) Consumo Substrato (g/1)
1,03 1,1 13,7
Tabela A13 - Selegio de Meio de Cultura e Substrato
Microrganismo: Propionibacterium freudenreichii
Fermentacio: 13 Substrato: sacarose — meio 2
Condicoes Experimentais
Idadedo | Tempo de | Temperatura pH Conc. de | Conc.de | Conc. de
Indculo | Fermentag@o ‘C) Substrato | 5,6 DMI Cobalto
(h) (b (%) (mg)) (mg/)
72 120 29 7,5 10 25,0 200
Resultades Obtidos
Rendimento Vit. B12 (mg/l) Concent. Celular (g/1) Consumo Substrato (g/1)
1,70 1,08 3,0
Tabela A14 — Selegio de Meio de Cultura e Substrato
Microrganismo: Propionibacterium jensenii
Fermentacie: 14 Substrato: sacarose — meio 2
Condigdes Experimentais
Idade do | Tempode | Temperatura pH Conc. de | Conc.de | Conc. de
Indculo | Fermentaggo ‘0 Substrato | 5,6 DMI | Cobalto
£9)] (b) (%) (mg/) (mg/T)
72 120 29 7,5 10 25,0 20,0
Resuliados Obtidos
Rendimento Vit. B12 (mg/1) Concent. Celular (g/) Consumo Substrato (g/1)
2,93 4,28 26,8
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Tabela A15 — Selecio de Meio de Cultura e Substrato

Microrganismo: Propionibacterium shermaniii

Fermentacfo: 15

Substrato: sacarose — meio 2

Condi¢des Experimentais

Idade do | Tempo de | Temperatura pH Conc.de | Conc.de | Conc. de
Indculo | Fermentagdo CC) Substrate | 5,6 DMI Cobalto
(h) (h) (%) (mg/) (mg/D
72 120 29 7,5 10 25,0 20,0
Resultados Obtidos
Rendimento Vit. B12 (mg/1) Concent. Celular (g/]) Consumo Substrato (g/1)
0,33 0,56 13
Tabela A16 ~ Selecio de Meio de Cultura e Substrato
Microrganismo: Propionibacterium freudenreichii
Fermentacio: 16 Substrate: lactose —meio 2
Condigdes Experimentais
Idadedo | Tempo de | Temperatura pH Conc.de | Conc.de | Conc. de
Inéculo | Fermentagio 0) Substrato | 5,6 DMI Cobalto
(b) My (%) (mg/) (mg/M)
72 120 29 7.5 10 25,0 20,0
Resultados Obtidos
Rendimento Vit. B12 (mg/l) Concent. Celular (g/f) Consumo Substrato (g/1)
2,08 451 33,6
Tabela A17 — Selecdo de Meio de Cultura e Substrato
Microrganisme: Propionibacterium jensenii
Fermentacio: 17 Substrato: lactose — mejo 2
Condicdes Experimentais
Idade do | Tempo de | Temperatura pH Conc.de | Conc.de | Conc.de
Indculo | Fermentacdo CC) Substrato | 5,6 DMI Cobalto
(h) (h) ) (mg/) (mg/l)
72 120 29 75 10 25.0 20,0

Resultados Obtidos

Rendimento Vit. B12 (mg/l)

Concent. Celular (g/l)

Consumo Substrato (g/)

2,02

1,72

25,5
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Tabela A18 - Selecéo de Meio de Cultura ¢ Substraio

Microrganismo: Propionibacterium shermanii
Substrato: lactose — meio 2

Fermentacao: 18

Condi¢des Experimentais

Idade do | Tempo de | Temperatura pH Conc.de | Conc.de | Conc. de
Inéculo | Fermentacdo {C) Substrato | 5,6 DMI Cobalio
(b) () (%) (mg) | (mg)
72 120 29 7,5 10 25.0 200
Resultados Obtidos
Rendimento Vit. B12 (mg/]) Concent. Celular (g/l) Consumo Substrato {g/l)
1,73 0,80 16,9
Tabela A19 — Seleciio de Meio de Cultura ¢ Substrato
Microrganismo: Propionibacterium freudenreichii
Fermentacéio: 19 Substrato: sacarose — meio 3
Condicoes Experimentais
Idade do | Tempode | Temperatura pH Conc. de | Conc.de | Conc. de
Inoculo | Fermentagio (°C) Substrato | 5,6 DMI | Cobalto
(b) (b) (%) (mg/) (mg/D)
72 120 29 7,5 10 25,0 20,0
Resultados Obtides
Rendimento Vit. B12 (mg/1) Concent. Celular (g/) Consumo Substrato (g/1)
1,29 1,60 3.8
Tabela A20 — Selecio de Meio de Cultura e Substrato
Microrganismo: Propionibacterium jensenii
Fermentacio; 20 Substrate: sacarose — meio 3
Condicdes Experimentais
Idadedo | Tempo de | Temperatura pH Conc.de | Conc.de | Conc. de
Inoculo | Fermentagdo RS Substrato | 5,6 DMI Cobalto
()] (L)) (%) (mg/) (mg/D)
72 120 29 7,5 10 25,0 20,0
Resultados Obtidos

Rendimento Vit. B12 (mg/l)

Concent. Celular (g/1)

Consumo Substrato {g/1)

1,93

1,84

10,2
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Tabela A21 — Selecio de Meio de Cultura e Substrato

Microrganismo: Propionibacterium shermanii

Fermentacio: 21

Substrate: sacarose — meio 3

Condic¢des Experimentais

Idade do

Tempo de | Temperatura pH Conc. de | Conc. de Conc. de
Inoculo | Fermentaciio o) Substrato | 5,6 DMI Cobalto
(2] () (%) (mg/) (mg/T)
72 120 29 7,5 10 25,0 20,0
Resultados Obtidos
Rendimento Vit. B12 (mg/1) Concent. Celular (g/1) Consumo Substrato (g/1)
0,97 0,79 2.1
Tabela A22 — Selecio de Meio de Cultura e Substrato
Microrganismo: Propionibacterium freudenreichii
Fermentacio: 22 Substrato: lactose — meio 3
Condicdes Fxperimentais
Idade do | Tempode | Temperatura pH Conc.de | Conc.de | Conc. de
Inoculo | Fermentagio ‘0 Substrato | 56 DMI | Cobalto
(b) () (%) (mg/) (mg/h)
72 120 29 7.5 10 25,0 20,0
Resultados Obtidos
Rendimento Vit. B12 (mg/l) Concent. Celular (g/1) Consumo Substrato {g/1)
2,14 5,57 36,3
Tabela A23 — Selegio de Meio de Cultura e Substrato
Microrganismo: Propionibacterium jensenii
Fermentacio; 23 Substrate: lactose — meio 3
Condicoes Experimentais
Idadedo | Tempode | Temperatura pH Conc.de | Conc.de | Conc. de
Inoculo | Fermentagio °C) Substrato | 5,6 DMI Cobalto
(h) L) () (mg/) (mg/)
72 120 29 7.5 10 25,0 20,0

Resultados Obtidos

Rendimento Vit. B12 (mg/1)

Concent. Celular (g/1)

Consumo Substrato (g/1)

1,72

1,30

145
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Tabela A24 — Selecio de Meio de Cultura e Substrato

Microrganismo: Propionibacterium shermanii
Substrato: lactose — meio 3

Fermentacio: 24

Condicées Experimentais

Idade do | Tempo de | Temperatura pH Conc. de | Conc.de | Conc. de
Inoculo | Fermentagio C) Substrato | 5,6 DMI | Cobalto
() (b) (%) (mg) | (mg
72 120 29 7,5 10 25,0 20,0
Resultados Obtidos
Rendimento Vit. B12 (mg/l) Concent. Celular (g/1) Consumo Substrato (g/1)
1,38 0,99 10,2
Tabela A25 — Planejamento Fatorial Fracionario 27
Microrganismo: Pseudomonas P3
Fermentagao: 25 Substrato e Meio: sacarose — meio 1
Condicies Experimentais
Idade do | Tempo de | Temperatura pH Conc. de | Conc.de | Conc. de
Inéculo | Fermentacdo o) Substrato | 5,6 DMI Cobaito
(h) () (o) (mg/) (mg/l)
48 96 29 7,0 9 25,0 10,0
Resultados Obtides
Rendimento Vit. B12 (mg/l) Concent. Celular (g/1) Consumo Substrato (g/1)
322 41 39,7
Tabela A26 — Planejamento Fatorial Fracionario 273
Microrganismo: Pseudomonas P3
Fermentacio: 20 Substrato e Meio: sacarose — meio 1
Condigdes Experimentais
Idade do | Tempo de | Temperatura pH Conc. de | Conc.de | Conc.de
Inéculo | Fermentagio ) Substrato | 5,6DMI | Cobalto
® (h) (%) (mg/) (mg/l)
72 96 29 7.0 10 25,0 20,0
Resultados Obtidos

Rendimento Vit. B12 (mg/l)

Concent. Celular (g/1)

Consumo Substrato (g/1)

375

2,9

28,9
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Tabela A27 — Planejamento Fatorial Fracionario 27

Microrganismeo: Pseudomonas P3
Fermentacio: 27 Substrato e Meio: sacarose — meio 1

Condicdes Experimentais

Idade do

Tempo de | Temperatura pH Conc.de | Conc.de | Conc. de
Indculo | Fermentagdo o) Substrato | 5,6 DMI | Cobalto
(h) @) (%) @mg) | (mgh)
48 120 29 7,0 10 50,0 10,0
Resultados Obtidos
Rendimento Vit. B12 (mg/I) Concent. Celular (g/1) Consumo Substrato (g/)
3,95 4,0 32,6
Tabela A28 — Planejamento Fatorial Fracionario 27
Microrganismo: Pseudomonas P3
Fermentacao: 28 Substrato e Meio: sacarose — meio 1
Condic¢bes Experimentais
Idade do | Tempode | Temperatura pH Conc.de | Conc. de | Conc. de
Inéculo | Fermentagio ‘C) Substrato | 5,6 DMI Cobalto
(h) (b) (e) (mg/) (mg/h)
72 120 29 7,0 9 50,0 20,0
Resultados Obtides
Rendimento Vit. B12 (mg/l) Concent. Celular (g/l) Consumo Substrato (g/1)
3,02 3,1 15,7
Tabela A29 ~ Planejamento Fatorial Fracionario 27
Microrganismo: Pseudomonas P3
Fermentacio: 29 Substrato e Meio: sacarose — meio 1
Condicdes Experimentais
Idade do | Tempode | Temperatura pH Conc. de | Conc.de | Conc. de
Inéculo | Fermentagéio CC) Substrato | S,6DMI | Cobalio
(b) (h) (%) (mg/) (mg/l)
48 96 32 7,0 10 50,0 20,0
Resultados Obtidos

Rendimento Vit. B12 (mg/l)

Concent. Celular (g/)

Consumo Substrato (g/1)

6,84

6,4

73.5
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Tabela A30 — Planejamento Fatorial Fracionario 277

Microrganismo: Pseudomonas P3
Fermentacao: 30

Substrato ¢ Meio: sacarose — meio 1

Condicdes Experimentais

Idade do | Tempo de | Temperatura pH Conc. de | Conc.de | Conc. de
Inéculo | Fermentagdo o) Substrato | 5,6 DMI Cobalto
() (b) (%) (mg) | (mg)
72 96 32 7,0 9 500 10,0
Resultados Obtidos
Rendimento Vit. B12 (mg/) Concent. Celular (g/1) Consumo Substrato (g/1)
6,59 6.6 55,7
Tabela A31 — Planejamento Fatorial Fracionario 273
Microrganismo: Pseudomonas P3
Fermentacio: 31 Substrato e Meio: sacarose — meio 1
Condi¢des Experimentais
Idade do | Tempo de | Temperatura pH Conc. de | Conc . de | Conc.de
Indéculo | Fermentagio (G C) Substrato | 5,6 DMI Cobalto
(h) (b) (%) (mg) | (mg/)
48 120 32 7,0 S 25,0 20,0
Resultades Obtidos
Rendimento Vit. BI12 (mg/l) Concent. Celular (g/1) Consumo Substrato (g/1)
4,67 4.4 58,3
Tabela A32 — Planejamento Fatorial Fracionario 273
Microrganismo: Pseudomonas P3
Fermentacio: 32 Substrate e Meio: sacarose — meio 1
Condicies Experimeniais
Idade do | Tempode | Temperatura pH Conc.de | Conc. de | Conc. de
In6éculo | Fermentagio ¢C) Substrato | 5,6DMI | Cobalto
() (b (o) (mg/) {(mg/l)
72 120 32 7.0 10 25,0 10,0
Resnitados Obtides

Rendimento Vit. B12 (mg/l)

Concent. Cehular (g/D)

Consumo Substrato (g/1)

4,69

5,6

53,9
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Tabela A33 - Planejamento Fatorial Fracionario 27

Microrganismo: Pseudomonas P3
Fermentacio: 33

Substrato e Meio: sacarose — meio 1

Condicies Experimentais
Idade do | Tempode | Temperatura pH Conc.de | Conc. de | Conc. de
Inéculo | Fermentagio (°C) Substrato | 5.6 DMI Cobalto
£)) ) (o) (mg)/) (mg/D
48 96 29 7,4 9 50,0 20,0
Resultades Obtides
Rendimento Vit. B12 (mg/l) Concent. Celular (g/1) Consumo Substrato (g/1)
3,88 4,0 37.8
Tabela A34 — Planejamento Fatorial Fracionario 27
Microrganismo: Pseudomonas P3
Fermentacio: 34 Substrato e Meio: sacarose — meio 1
Condicdes Experimentais
Idadedo | Tempode | Temperatura pH Conc.de | Conc. de | Conc. de
Inéculo | Fermentagdo ‘o) Substrato | 5,6 DMI | Cobalto
@) ® (%) (mg) | _(mg/l)
72 96 29 7.4 10 50,0 10,0
Resultados Obtidos
Rendimento Vit. B12 (mg/) Concent. Celular (g/1) Consumo Substrato (g/1)
3,85 4,1 23.1

Tabela A35 — Plancjamento Fatorial Fracionario 27

Microrganismo: Pseudomonas P3
Fermentacio; 35

Substrato e Meio: sacarose — meio 1

Condic¢des Experimentais
Idade do | Tempo de | Temperatura pH Conc.de | Conc.de | Conc. de
Inéculo | Fermentagiio CC) Substrato | 56DMI | Cobalto
0)) (h) (o) (mg/) (mg/1)
48 120 29 7.4 10 25,0 20,0
Resultados Obtides

Rendimento Vit. B12 (mg/l}

Concent. Celular {g/)

Consumo Substrato (g/1)

3,28

4,5

32,9
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Tabela A36 — Planejamento Fatorial Fracionario 23

Microrganismo: Pseudomonas P3
Fermentacio: 36

Substrato e Meio: sacarose —meio 1

Condicies Experimentais

Idade do | Tempo de | Temperatura pH Conc.de | Conc.de | Conc. de
Indculo | Fermentacéio (C) Substrato | 5,6 DMI Cobalto
@) () (%) (mg) | (mgf
72 120 29 7.4 9 25,0 10,0
Resultados Obtides
Rendimento Vit. B12 (mg/1) Concent. Celular (g/) Consumo Substrato (g/1)
3,49 2,7 11,2
Tabela A37 — Planejamento Fatorial Fractonario 2™
Microrganismo: Pseudomonas P3
Fermentacio: 37 Substrato e Meio: sacarose — meio 1
Condi¢oes Experinientais
Idadedo | Tempo de | Temperatura pH Conc.de | Conc.de | Conc. de
Indculo | Fermentagdo ) Substrato | 5,6 DMI Cobalto
(h) )] (%) (mg/) (mg/T)
48 96 32 7.4 10 25.0 10,0
Resultados Obtidos
Rendimento Vit. B12 (mg/]) Concent. Celular (g/1) Consumo Substrato (g/1)
2,96 2,2 28.3
Tabela A38 — Planejamento Fatorial Fracionario 27
Microrganismo: Pseudomonas P3
Fermentacio: 38 Substrato e Meio: sacarose — meio 1
Condicdes Experimentais
Idade do | Tempo de | Temperatura pH Conc. de | Conc.de | Conc.de
Indculo | Fermentacao (0 C) Substrato | 5,6 DMI Cobalto
() () (o) (mg/) (mg/h)
72 06 32 7.4 9 250 20,0
Resultados Obtides
Rendimento Vit. B12 (mg/l) Concent. Celular (g/1) Consumo Substrato (g/1)
3,12 2,0 23,7
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Tabela A39 - Planejamento Fatorial Fracionario 27>

Microrganismo: Pseudomonas P3
Fermentacio: 39

Substrato e Meio; sacarose — meio 1

Condicdes Experimentais

Idade do

Tempo de | Temperatura pH Conc.de | Conc.de | Conc. de
Inéculo | Fermentagdo ‘C) Substrato | 5,6 DMI Cobalto
(h) () (%) (mg/) (mg/l)
48 120 32 7.4 9 50,0 10,0
Resultados Obtidos
Rendimento Vit, B12 (mg/) Concent. Celular (g/1) Consumo Substrato (g/1)
4,64 33 413
Tabela A40 — Planejamento Fatorial Fracionacio 27
Microrganismo: Pseudomonas P3
Fermentacio: 40 Substrate e Meio: sacarose — meio 1
Condicdes Experimentais
Idade do | Tempo de | Temperatura pH Conc.de | Conc.de | Conc. de
Inéculo | Fermentagio ‘C) Substrato | 5,6 DMI Cobalto
(h) () (h) (mg/) (mg/)
72 120 32 7.4 10 50,0 20,0
Resultados Obtidos
Rendimento Vit. B12 (mg/l) Concent. Celular (g/1) Consumo Substrato (g/1)
4,83 41 337
Tabela A41 — Planejamento Fatorial Completo 2°
Microrganismo: Pseudomonas P3
Fermentagio: 41 Substrato e Meio: sacarose — meio 1
Condicdes Experimentais
Idade do | Tempo de | Temperatura pH Conc.de | Conc.de | Conc. de
Indculo | Fermentagdo CC) Substrato | 56 DMI | Cobalto
() () () (mg/) (mg/l)
72 96 33 6,8 10 55,0 20,0
Resultados Obtidos

Rendimento Vit. B12 (mg/1)

Concent. Celular (g/])

Consumo Substrato (g/1)

3,12

5,0

5972
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Tabela A42 — Planejamento Fatorial Completo 2°

Microrganismo: Pseudomonas P3
Fermentacio: 42

Substrato ¢ Meio: sacarose — meio 1

Condi¢des Experimentais

Idade do | Tempo de | Temperatura pH Conc. de | Conc.de | Conc. de
Indéculo | Fermentagio (C) Substrato | 5,6 DMI Cobalto
() (b) (%) (mg/) (mg/l)
72 96 35 6,8 10 55,0 20,0
Resultades Obtidos
Rendimento Vit. B12 (mg/1) Concent. Celular (g/1) Consumo Substrato {(g/1)
412 6.8 945
Tabela A43 — Planejamento Fatorial Completo 2°
Microrganismo: Pseudomonas P3
Fermentacao: 43 Substrato ¢ Meio: sacarose —meio 1
[ Condi¢ies Experimentais
Idadedo | Tempo de | Temperatura pH Conc. de | Conc.de | Conc. de
Inéculo | Fermentagido &) Substrato | 5,6 DMI Cobalto
(h) (1)) n) (mg/) (mg/D
72 96 33 7,3 10 55,0 20,0
Resultados Obtidos
Rendimento Vit. B12 (mg/l) Concent. Celular (g/1) Consumo Substrato (g/1)
3,94 47 439
Tabela A44 — Planejamento Fatorial Completo 2°
Microrganismo: Pseudomonas P3
Fermentac¢ao: 44 Substratoe e Meio: sacarose —meio 1
Condi¢des Experimentais
Idade do | Tempo de | Temperatura pH Conc.de | Conc.de | Conc. de
Inéculo | Fermentagio (°C) Substrato | 5,6 DMI | Cobalto
(b (h) (%) (mg/) (mg/l)
72 96 35 7.3 10 55,0 20,0

Resultados Obtidos

Rendimento Vit. B12 (mg/l)

Concent. Celular (g/1)

Consumo Substrato (g/1)

418

5,3

523
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Tabela A4S - Planejamento Fatorial Completo 2°

Microrganismo: Pseudomonas P3

Fermentacfio: 45

Substrato e Meio: sacarose — meio 1

Condicdes Experimentais
Idadedo | Tempode | Temperatura pH Conc.de | Conc.de | Conc. de
Inéculo | Fermentagéio (°C) Substrato | 5,6 DMI | Cobalto
(h) () (%) (mg/) (mg/l)
72 96 33 6,8 10 70,0 20,0
Resultados Obtidos
Rendimento Vit. B12 (mg/l) Concent. Celular (g/1) Consumo Substrato (g/1)
5,05 5,8 92,0
Tabela A46 — Planejamento Fatorial Completo 2°
Microrganismo: Pseudomonas P3
Fermentagio: 46 Substrato e Meio: sacarose — meio 1
] Condicioes Experimentais
ldade do | Tempode | Temperatura pH Conc. de | Conc.de | Conc. de
Inbculo | Fermentagio C) Substrato | S,6DMI | Cobalto
(h) () (%) (mg/) (mg/D)
72 96 35 6,8 10 70,0 20,0
Resultades Obtidos
Rendimento Vit. B12 (mg/1) Concent. Celular (g/1) Consumo Substrato (g/1)
6,50 55 72,0
Tabela A47 — Planejamento Fatorial Completo 2°
Microrganismo: Pseudomonas P3
Fermentacio: 47 Substrate e Meio: sacarose — meio 1
Condi¢ées Experimentais
Idadedo | Tempode | Temperatura pH Conc.de | Conc.de | Conc. de
Inoculo | Fermentagio (°C) Substrato | 5,6 DMI Cobalto
() (&) (%) (mg/) (mg/)
72 96 33 7.2 10 70,0 20,0

Resultados Obtidos

Rendimento Vit. B12 (mg/1)

Concent. Celular (g/1)

Consumo Substrato (g/1)

6,14

43

94,2
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Tabela A48 — Planejamento Fatorial Completo 2

Microrganisme: Pseudomonas P3
Fermentacao: 48

Substrato ¢ Meio: sacarose —meio 1

Condicées Experimentais

Idade do | Tempo de | Temperatura pH Conc.de | Conc.de | Conc. de
Inéculo | Fermentagio ‘o) Substrato | 5,6 DMI | Cobalto
) (b) (%) (mg/) (mg/D
72 96 35 7,2 i0 70,0 20.0
Resultados Obtidos
Rendimento Vit. BI12 (mg/l) Concent. Celular (g/1) Consumo Substrato (g/1)
7,48 50 85,7
Tabela A49 — Planejamento Fatorial Completo 2?
Microrganisme: Pseudomonas F3
Fermentacio: 49 Substrato e Meio: sacarose — meio 1
Condicies Experimentais
Idade do | Tempo de | Temperatura pH Conc.de | Conc.de | Conc. de
Indculo | Fermentagio (°C) Substrato | 5,6 DMI | Cobalto
() () (%) (mg)) | (mg/h
72 96 34 7.0 10 62,5 20,0
Resultados Obtidos
Rendimento Vit. B12 (mg/l) Concent. Celular {g/) Consumo Substrato {g/1)
6,52 3,0 71,2
Tabela A50 — Planejamento Fatorial Completo 2*
Microrganismo: Pseudomonas P3
Fermentac¢ao: 50 Substrato e Meio: sacarose —meio 1
Condicdes Experimentais
Idade do | Tempo de | Temperatura pH Conc. de | Conc . de | Conc. de
Indculo | Fermentagdo (°C) Substrato | 5,6 DMI | Cobalto
) () (o) (mg/) (mg/l)
72 96 34 7,0 10 62,5 20,0
Resultados Obtidos
Rendimento Vit. B12 (mg/l) Concent. Celular (g/1) Consumo Substrato (g/1)
6,01 45 552
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Tabela AS1 - Planejamento Fatorial Completo 2°

Micrerganismo: Pseudomonas P3
Fermentacio: 5]

Substrato e Meio: sacarose - meio 1

Condicdes Experimentais

Idade do | Tempo de | Temperatura pH Conc. de | Conc.de | Conc. de
In6culo | Fermentagio CC) Substrato | 5.6 DMI Cobalto
{:)] (b (%) (mg/) (mg/T)
72 ) 34 7,0 10 62,5 200
Resultados Obtidos
Rendimento Vit. B12 (mg/l) Concent. Celular (g/) Consumo Substrato (g/)
6,18 5,5 83,5
Tabela A52 - Planejamento Fatorial Completo 2
Microrganismo: Pseudomonas P3
Fermentacio: 52 Substrato e Meio: sacarose — meio 1
Condi¢des Experimentais
Idadedo | Tempo de | Temperatura pH Conc. de | Conc.de | Conc. de
Indcule | Fermentagio C) Substrato | 5.6 DMI Cobalto
() (1)) (%) (mg/) (mg/l)
72 96 32 7.0 10 62,5 20,0
Resultados Obtidos
Rendimento Vit. B12 (mg/1) Concent. Celular (g/1) Consumo Substrato (g/)
3,60 6,5 46,3
Tabela AS3 — Planejamento Fatorial Completo 2°
Microrganismo: Pseudomonas P3
Fermentacio: 53 Substrato ¢ Meio: sacarose — meio 1
Condicdes Experimentais
Idadedo | Tempo de | Temperatura pH Conc.de | Cone.de | Conc. de
Inéculo | Fermentagio C) Substrato | 5,6 DMI | Cobalto
(b) (b) (%) (mg) | (mg/h)
72 96 36 7,0 10 62,5 20,0
Resultados Obtidos

Rendimento Vit. B12 (mg/l)

Concent. Celular (g/)

Consumo Substrato (g/1)

5,15

5.7

582
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Tabela A54 — Planejamento Fatorial Completo 2°

Microrganismo: Pseudomonas P3
Fermentacio: 54

Substrato e Meio; sacarose — meio 1

Condicoes Experimentais

Idade do | Tempo de | Temperatura pH Conc. de | Conc. de | Conc. de
Inéculo | Fermentagio ‘C) Substrato | 5,6DMI | Cobalto
(@) (b) (%) (mg) | (mg/)
72 96 34 6,6 i0 62,5 20,0
Resultados Obtidos
Rendimento Vit. B12 (mg/l) Concent. Celular (g/) Consumo Substrato (g/1)
5,62 4.9 84,7
Tabela AS5 — Planejamento Fatorial Completo 2°
Microrganismo: Pseudomonas F3
Fermentagfo: 55 Substrato e Meio: sacarose — meio 1
Condicoes Experimentais
Idade do | Tempode ;| Temperatura pH Conc.de | Conc.de | Conc. de
Inéculo | Fermentagio Co) Substrato | 5,6DMI | Cobalto
() () (%) (mg/) (mg/l)
72 96 34 7.4 10 62,5 20,0
Resultados Obtidos
Rendimento Vit. B12 (mg/l) Concent. Celular (g/l) Consumo Substrato (g/1)
6,25 42 77,7
Tabela A56 — Planejamento Fatorial Completo 2’
Microrganismo: Pseudomonas P3
Fermentac¢fo: 56 Substrato e Meio: sacarose — meio 1
Condicoes Experimentais
Idadedo | Tempo de | Temperatura pH Conc.de | Conc. de | Conc.de
Inéculo | Fermentag#o (°C) Substrato | 5,6DMI | Cobalto
(k) (B) (%) (mg) | _(mg/h)
72 96 34 7,0 10 50,0 20,0
Resultados Obtidos

Rendimento Vit. B12 (mg/l)

Concent. Celular (g/1)

Consumo Substrato (g/)

3,08

2,8

78.8
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Tabela AS7 - Planejamento Fatorial Completo 2°

Micrerganismeo: Pseudomonas p3
Fermentacfo: 57

Substrato e Meio: sacarose — meio 1

Condicées Experimentais

Idadedo | Tempo de | Temperatura PH Conc. de | Conc.de | Conc. de
Indculo | Fermentagdo CC) Substrato | 5,6 DMI Cobalto
(b 6:)) (o) (mg/) (mg/T)
72 96 34 7,0 10 75,0 20,0
Resultados Obtidos

Rendimento Vit. B12 (mg/l)

Concent. Celular (g/1)

Consumeo Substrato (g/1)

7,85

7.9

87.5
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Apéndice B

Conc. Cel. (g/) = 0,739568387.(Abs) - 0,018889612
R =0,998
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Figura B1 — Concentragdo Celular versus Absorbancia para Pseudomonas sp.
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Conc.Cel. (g/1) = 0,954663051(Abs) - 0,000989584

R = 0,993
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Figura B2 — Concentrag¢fio Celular versus Absorbancia para Mutante Pseudomonas P3.
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Conc. Cel. (g/1) = 1.39391084.(Abs) - 0,069420662
R = 0,989
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Figura B3 — Concentragdo Celular versus Absorbdncia para Mutante Pseudomonas P2.
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Conc.Cel. (g/1) = 0,559012113(Abs) - 0,026176021
R = 0,996
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Figura B4 - Concentragio Celular versus Absorbéncia para Propionibacterium

Sreudenreichii
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Cone.Cel.(2/1) = 1,391151442(Abs) - 0,015820452
R =0,999
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Figura BS — Concentragdo Celular versus Absorbéncia para Propionibacterium Jenseniii
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Conc.Cel. (/1) = 0,470692341(Abs) - 0,008465401

R =0,998
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Figura B6 — Concentragdo Celular versus Absorbéncia para Propionibacterium shermanii
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Vitamina B12 (mg/l) = 0,52165.(Abs) — 0,0219936
R =0.981
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Figura B7 — Concentragio Vitamina B12 versus Absorbdncia para Determinagio de
Vitamina pelo Método Microbiologico Utilizando Lactobacillus delbruecki
subsp. Lacttis ATCC 7830
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Y =-34,4748.X + 54,2703
R =0,975
q0, X = 34,4748
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Figura B8 — Concentragdo Oxigénio versus Tempo para Obtencdo do Coeficiente de

Respiragdo (qO2. X) na Determinagio do Kra com pO, = 20%
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Cp = -3,44021 + 8,04255.t — 0,515045 £ + 0,0147779.t° — 0,000153541 t*

Concentragéo Oxigénio (%)

N N
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Tempo (min)

Figura B9 — Concentragio Oxigénio versus Tempo para Obtengéo da Equacdo para

Concentragéio de Oxigénio na Determinag¢do do Kya com pO, = 20%
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Concentragéo Oxigénio (%)
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Figura B10 — Concentragfio Oxigénio versus Tempo para Obtengdo do Coeficiente de

Respira¢do (qO..X) na Determinagiio do Ka com pO, = 80%
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CL = 69,026 + 0,273668.t — 0,00264 1> + 0,000008927 t°
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Figura B11 — Concentragiio Oxigénio versus Tempo para Obtengdo da Equagdo para

Concentragio de Oxigénio na Determinag@o do Kia com pO2 = 80%
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Conc. Celular (/1) = 1,02682 (ABS) + 0,01152
R = 0,997
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Figura B12 - Concentragdo Celular versus Absorbancia para Pseudomonas P1.
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