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Resumo

O &cido hialurénico (AH) é um mucopolissacarideo presente nos tecidos
conjuntivos de animais. Possui aplicagdes nas areas médico-farmacéutica, como
veiculo para encapsulacdo e liberacdo de bioativos, além de aplicacbes em
cosméticos. Este trabalho, apresenta um estudo da produgcdo de AH utilizando
suco de caju como substrato em processos de fermentagdo submersa (FS) e
bagago de caju como substrato/suporte em cultivo no estado sélido (FES). Em
ambos o0s casos o inéculo foi preparado com cepa de Streptococcus
zooepidemicus (ATCC 39920), cultivado em suco de caju in natura enriquecido
com extrato de leveduras. Os ensaios em FS foram feitos utilizando suco de caju
in natura e suco de caju clarificado através de microfiltracdo tangencial em sistema
de membranas ceramicas (0,2 um), a 250 rpm e 2 vvm de ar. Ensaios de FES
foram feitos em sistemas de colunas de leito fixo (colunas de Raimbaulf), com
altura de leito 3 cm e vazéo de ar 0,4 L/min. Os processos foram caracterizados
com base nos parametros cinéticos, produtividades em AH e em biomassa
bacteriana,transferéncia de oxigénio e evolucdo da viscosidade do meio. O AH
produzido foi identificado por FTIR e caracterizado através da sua massa molar e
distribuicdo. Os resultados mostraram que em ambos 0s processos a aeracao €
fundamental para o crescimento celular e produgdo de AH. Nao houve diferencas
expressivas nos parametros do processo para a fermentagdo submersa conduzida
com suco de caju in natura ou clarificado. A méaxima concentragdo de AH obtida
na FES foi de 0,007 g/g de bagaco e na FS 2,61 g/L. As distribuicdes de massa
molar mostram que o AH produzido em FES encontra-se nas faixas de 10* e 10°
Da, enquanto que para a FS prioritariamente é produzido AH na faixa de 10° e 10*
Da.
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Abstract

Hyaluronic acid (HA) is a mucopolysaccharide component of animal
connective tissues. It has been reported important applications of HA in medical,
pharmaceutical and cosmetic area as well as a vehicle for encapsulation and
delivery of bioactive products. This work presents a study of HA production using
cashew apple juice as substrate in submerse fermentation (SF) and cashew apple
bagasse as substrate/support in solid state fermentation (SSF). In both cases the
inoculum was prepared from a Streptococcus zooepidemicus strain (ATCC 39920),
cultured in the in natura juice enriched with yeast extract. In natura or clarified
juices were used in SF assays at 250 rpm and 2 vvm of air. The clarification was
carried out through tangential microfiltration in ceramic membrane system (0,2
um). Fixed bed columns (Raimbault's columns) at 3 cm bed height and air flow rate
0.4 L/min were used in FES assays. The Processes were characterized based on
the kinetic, HA and biomass productivities, oxygen transfer and medium viscosity
parameters. The produced HA was identified by FTIR and characterized trought its
molecular weight and distribuition. The experimental results showed that aeration
is fundamental for cell growth and HA production in both processes. There were no
significant differences in the parameters for SF using in natura or clarified juices.
The maximum HA concentration obtained by SSF was 0.007 g/(g of bagasse) and
2.61 g/L for SF. The main distribution of molecular weight was 10* to 10° Da for
SSF and 10° to 10* Da for SF.
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Nomenclatura

Apresenta a nomenclatura adotada para as abreviaturas contidas no
texto em ordem alfabética.

L ) P viscosidade intrinseca
L NP PRPURT Adenina
ACE . . e a e e e e e e e Acetato
Yo o ) Acetil-CoA
ADP... . e Adenosina Difosfato
AH Lo Acido Hialurénico
I P Alanina
ATCC. .. American Type Culture Collection
AT P s Adenosina Trifosfato
AT P s Adenosina Trifosfato
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CAPITULO

1

Introducao

Este capitulo apresenta uma introdugdo sobre o &cido hialurénico e
suas caracteristicas, suas principais aplicagbes. Apresenta, também, a
justificativa e a relevancia das pesquisas desenvolvidas e do presente
trabalho, bem como o0s objetivos e a estruturagdo do trabalho de
pesquisa e da presente dissertagdo.

1.1. Acido Hialurénico: caracteristicas e aplicacoes

O acido hialurénico (AH) é um polissacarideo linear de alta massa molar
pertencente a familia dos glicosaminoglicanos e consiste em unidades
dissacaridicas polianiénicas de acido D-glicurénico (GIcUA) e N- acetil-glicosamina

(GlcNAc) unidas alternadamente por ligacdes B (1—3) e B (1— 4) (Chong, 2004).

O AH foi descoberto em 1934 por Karl Meyer e John Palmer, que
descreveram o procedimento para isolamento de um novo glicosaminoglicano
procedente do humor vitreo bovino. No trabalho, Meyer e Palmer apresentam esse
novo composto como um polissacarideo que continha acido urdénico € um amino-

acucar, mas nao apresentava nenhum sulfoéster.

O nome, &acido hialurdnico, originou-se da jungdo entre o termo grego

hialéide (vitreo) e acido urénico. (Yamada et al., 2005).
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A solugdo de acido hialurbnico tem consisténcia gelatinosa, alta
viscoelasticidade e alto grau de hidratacdo devido as suas caracteristicas
estruturais. Esta substancia estd presente em varios tecidos conectivos de
animais, tais como pele e cartilagem e possui importantes funcbées como
flexibilidade e manutencdo da estrutura dos tecidos. Alguns 6érgaos sao
especificamente ricos em &cido hialurénico, tais como o corddo umbilical, fluido
sinovial e o humor vitreo. Na pele e em cartilagens, a sua funcao é ligar-se a agua,
manter a tonicidade e elasticidade dos tecidos. Nos fluidos das juntas, serve como
lubrificante proporcionando um meio protetivo para as células (Kim et al.,1996).

O acido hialurénico (AH) é nao-imunogénico e, portanto, possui um grande
potencial de aplicacbes médicas e cosméticas nas areas de oftalmologia,
ortopedia, implante de proéteses, cicatrizagdo de feridas, terapia de artrite,
prevencdao de adesdo de cirurgias, oncologia e dermatologia (Holmstrom et
al.,1967).

Kim e colaboradores (1996) relatam o uso, por varios anos, de solugbes de
AH, extraidas de crista de galo, ultrapuras, como suporte em cirurgias oftdlmicas.
Preparagdes similares também tém sido utilizadas em doengas degenerativas e
inflamatorias das juntas de animais e humanos.

O AH tem importante papel na propriedade viscoelastica do fluido sinovial.
InjecOes locais intra-articulares de varias formas de AH vém sendo usadas como
uma alternativa a administracdo de drogas ndo esteroidais e as injegdes de
corticoide, ja que atuam como lubrificante e amortecedor, protegendo as
superficies das cartilagens, melhorando a mobilidade e reduzindo a dor. (Brandt
et al.,, 1999 e Altman et al., 1999).

Haney et al. (1998) demonstraram que barreiras compostas por derivados
de acido hialurénico ligados quimicamente reduzem a formacao de adesado no
periodo pés-operatério sem nenhum impacto adverso no fluido peritonal e
peritdnio. Aplicacdes mais recentes,conforme nos mostra Suzuki et al (2001),
utilizam o AH n&do somente como fluido lubrificante, mas também como sistema de

liberagdo controlada de farmacos, tais como no tratamento de artropatia e
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liberacdo de agentes quimioterdpicos em implantes cirurgicos, conforme cita
Jernberg (1994) e reforca Aebischer et al. (2001).

Dentro do seu espectro de aplicacbes, o AH tem sido aplicado na
oftalmologia, ortopedia, implante de proteses, cicatrizacdo de feridas, terapia de
artrite, prevencao de adesao cirurgica, oncologia, dermatologia e preenchimento
facial.

O numero de aplicacdes dadas ao acido hialurdnico e o seu elevado valor
agregado, que pode chegar a U$ 150/100 mL, justificam os esforcos em elaborar
alternativas a sua produgéo.

1.2. Fontes e Producéo do Acido Hialurénico

O AH pode ser extraido do fluido sinovial, pele, tenddes, do corpo vitreo dos
olhos, do cordao umbilical e de crista de galo. Porém, a associacao do AH de
origem animal a antigenos limita as suas aplicagcdes na area médica. A producao
deste polimero por processos fermentativos vem sendo estudada e proposta como
opcao aos processos convencionais de extracdo. Em geral, esses processos
envolvem microrganismos do género Streptococcus sob condigdes controlaveis,
apresentando, assim, possibilidade de obtengdo de maiores rendimentos ao passo
que se pode impor otimizagées ao processo.

O processo de producdo em via fermentativa apresenta também um
aspecto importante em relacdo aos processos de extracdo, que é a obtencéo de
um produto livre de caracteristica antigénica, tornando os esforcos na sua
purificagdo menos onerosos.

O meio de cultura é fundamental para o desempenho de microrganismos em
processos fermentativos. Streptococcus dos grupos A e C apresentam
requerimentos nutricionais fastidiosos com relagao a nitrogénio organico. De modo
geral, os meios incluem extrato de levedura, peptonas ou hidrolisado de caseina
como fonte de nitrogénio e fatores de crescimento assim como magnésio e sais

fosfato (Armstrong et al., 1997).
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As fontes de nitrogénio organico sdo consideradas essenciais para um bom
crescimento das células, visto que existem evidéncias que esses componentes
fornecem grande parte do carbono para biossintese celular (O’Regan et al., 1994).

Visando a substituicdo do meio BHI no cultivo de Streptococcus
zooepidemicus por um meio de origem vegetal, Oliveira (2004) utilizou substrato
de caju (Anacardium occidentale L.) para a prepara¢ao do inéculo e produgcédo de
AH por via fermentativa. Os resultados mostraram crescimento equivalente ao
meio BHI quando o suco de caju foi enriquecido com extrato de leveduras, e a
producdo de AH com esse novo meio também foi promissora. Oliveira (2004)
justifica seu trabalho apoiado no elevado teor de acucares, sais e fonte de
nitrogénio organico presentes no suco de caju, bem como a facilidade de obtencao
e seu baixo custo.

O caju é uma fruta tropical, cuja producao, no Brasil, estd concentrada no
Nordeste. As atividades agroindustriais apresentam grande importancia social e
econdmica. A agroindustria do caju no Nordeste produz cerca de 217.062
toneladas de castanha e 2 milhdes de toneladas de pseudofruto por ano (Andrade
et. al., 2004). Mesmo apresentando uma grande potencialidade como matéria-
prima para diversos produtos, o pseudofruto tem cerca de 90% da sua produgao
descartada a cada ano, isso se da em fungdo da sua alta perecibilidade. Outra
justificativa para esse disperdicio é o fato da comercializagdo ou aproveitamento
do pedunculo nao ser o principal negécio para a agroindustria do caju e sim o
processamento e comercializacao da améndoa.

Dados para o mercado interno mostram que o consumo de suco de caju
oscila em torno de 40 mil toneladas, o que ainda é muito discreto em relacao a
producao.

Anualmente, o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica apresenta
valores, em hectares, para areas destinados a colheita de caju, distribuidas pelas
unidades federativas. Observamos, em 2004, que o Brasil possui 691.331 ha que
se destinam a colheita de caju. Esta area esta distribuida, prioritariamente, pelas
regides Norte, Nordeste e Centro-oeste do pais, sendo a regiao Nordeste

possuidora de 688.562 ha . Ao passo que confirmamos a concentracao da area de
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plantio na regido Nordeste, observamos também o grande potencial para
aproveitamento dessa matéria-prima com uso de processos alternativos e que
agreguem valor ao produto final obtido nesses processos, visto que parte dessa
producao sera desperdicada como residuo da agroindustria.

Considerando as potencialidades do caju como matéria-prima e sua
disponibilidade, propbe-se neste trabalho estudar a producao e a caracterizacéao
do AH produzido por via fermentativa com meio de cultura a base de caju, em
continuidade dos trabalhos desenvolvidos por Oliveira (2004) e Ogrodowski
(2006). A relevancia deste trabalho se justifica com base no crescente mercado
para o acido hialurénico, no baixo custo e no discreto aproveitamento do

pedunclo (pseudofruto) do caju.

1.3. Objetivo

O objetivo deste trabalho é estudar a producao e caracterizar o AH obtido
por fermentacdo submersa e em estado sdlido utilizando linhagem de
Streptococcus zooepidemicus e meio de cultura a base de caju (Anacardium
occidentale L.).

As etapas e aspectos abordados na pesquisa foram:

o Implementagdo de metodologias analiticas para andlise do
conteudo em agucares, concentracdo e massa molar do AH, massa
celular produzida na fermentacéo, observando critérios analiticos;

o Caracterizagdo do comportamento cinético, fatores de rendimento e
a evolucdo da massa molar do acido hialurdnico ao longo da
fermentacdo em frascos agitados e em fermentador com aeragao
forcada;

o Caracterizacao dos aspectos tecnologicos da clarificacdo do suco

de caju em sistemas de microfiltracdo em membranas ceramicas;
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o Estudo do efeito da clarificacdo do suco de caju na produgédo do AH
em fermentacdo submersa como estudo comparativo ao da
producdo de AH em suco de caju in natura (n&o clarificado);

o Caracterizacao da producao de AH por fermentacdo em estado
sélido utilizando o bagaco Umido do caju.

1.4. Estrutura da Pesquisa

O presente trabalho de pesquisa foi composto de 4 etapas distintas:

1.4.1. Etapa 1: Implementacao e Adaptacio de Metodologias
Analiticas

O esforgo inicial do presente trabalho foi voltado a avaliacéo,
adaptacado e proposicdo de metodologias analiticas seguindo os critérios
analiticos de calibracao e validacao para cada tipo de andlise.

O principal enfoque na adaptacao das metodologias aqui apresentadas foi
o tempo, a praticidade e a precisao.

Metodologias cromatograficas foram testadas e adaptadas para
andlises em substituicdo aos métodos quimicos anteriormente usados.
Com utilizagdo de técnicas cromatograficas simples e acessiveis, foi
otimizada a determinagao analitica de acucares e acido hialurénico.

A adaptacao da leitura direta da densidade o6ptica simplificou e
otimizou o tempo gasto na analise do conteddo em biomassa.

A proposicdo de uma metodologia analitica para determinagdo da
massa molar, por cromatografia de exclusdo em gel, do AH produzido na
fermentagdo, como alternativa ao método viscosimétrico, permitiu a
determinacdo e o acompanhamento da massa molar ao longo do tempo
de fermentagcao com boa precisdo e com redu¢ao no tempo das analises.

A implementacdo de métodos classicos, tais como o método

gravimétrico na determinacado do conteudo em massa seca de células e
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método quimico como o método do carbazol, para determinagéo de acido

hialurénico permitiu analisar melhor os resultados.

1.4.2. Etapa 2: Clarificacao do Suco de Caju

A clarificacdo do suco foi conduzida em sistema de microfiltragao
com membranas ceramicas. Na clarificagdo observou-se também os
aspectos tecnolégicos do emprego de processos de tratamento do
substrato visando a sua inclusdo no processo de producdo de AH por

fermentacéo.

1.4.3. Etapa 3: Ensaios e Estudos Comparativos do efeito da
Clarificacao na Producao do AH por Fermentacao Submersa
Ensaios fermentativos sob condicbes de presenca ou auséncia

aeracao forgada foram realizados no intuito de se fazer uma comparagao

entre a producao de AH entre o suco de caju clarificado e in natura.

1.4.4. Etapa 4: Estudos Iniciais da Fermentacao em Estado Sdélido
como Proposta ao aproveitamento do Bagaco umido de Caju

A caréncia de informacdes e estudos em fermentacdo em estado
s6lido (FES) como alternativa ao aproveitamento do bagaco Umido do
caju, fazem desse trabalho, alem de pioneiro na avaliagdo e no
levantamento de dados da FES na producao de AH, um ponto inicial para
futuras pesquisas.

Ensaios de fermentacdo em estado sélido foram conduzidos em
biorreatores do tipo Colunas de Raimbault com o objetivo de levantar
dados iniciais que venham a contribuir, sob o aspecto tecnoldgico, com o
estudo da producédo de AH e do aproveitamento do pedunculo de caju

integralmente.
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CAPITULO

2

Revisao Bibliografica

Este capitulo traz uma revisdo atualizada da literatura sobre o acido
hialurénico, apresentando um breve histérico da sua descoberta, sua
estrutura e propriedades, fontes de extragdo, a sua biossintese e a
producéo por via fermentativa e suas aplicagées medicas.

2.1. Breve Historico

Em 1934, Karl Meyer e seu assistente, John Palmer, trabalhando no
Laboratério de Bioquimica do Departamento de Oftalmologia da Universidade de
Columbia, descreveram o procedimento para isolamento de um novo
glicosaminoglicano procedente do humor vitreo de boi. Em seu trabalho, Meyer e
Palmer apresentam esse novo composto como um polissacarideo que continha

acido urénico e um amino-agucar, mas nao apresentava nenhum sulfoéster.

Meyer e Palmer propuseram o nome Acido Hialurénico para aquela
substancia. O nome veio da juncao entre o termo grego hialdide (vitreo) e acido
urénico. (Yamada et al., 2005).

Nos dias atuais, o &cido hialurénico é freqientemente referenciado por
hialuronato (Yamada et al., 2005). Kakehi et al. (2003) justificam essa referéncia
pelo fato desta molécula estar presente na natureza ou em condigdes fisiolégicas,
segundo afirma Laurent (2002), em forma de um polianion e ndo na forma de
acido.
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O uso do nome d4cido hialurbnico € comum, no entanto, na &area
farmacéutica (Kakehi et al.,2003).

A descoberta do dcido hialurénico, em 1934, marca o nascimento de uma

das mais versateis e fascinantes macromoléculas naturais.

Na década seguinte, Meyer e outros colaboradores se dedicaram a isolar o

AH de fluido das articulagdes, da pele, cordao umbilical e crista de galo.

Em 1937, Kendall, Heidelberger e Dawson observaram a semelhancga entre
um polissacarideo da capsula de Streptococcus do grupo A hemolitico e 0 &cido

hialuronico.

O procedimento de preparo original do acido hialurénico incluia remocao de
proteinas por desnaturacao ou digestao proteolitica e, entdo, uma precipitacao dos
polissacarideos com &alcool ou acetona. Uma importante melhoria foi introduzida
por John Scott quando desenvolveu a precipitagdo fracionada com uso de

detergente catiénico (Laurent, 2002).

Atualmente, muitas técnicas mais sofisticadas como eletroforese e
separacdo cromatografica sdo freqlentemente empregadas na separacao em

menores escalas dessa substancia.

A estrutura do acido hialurénico foi elucidada por Karl Meyer e seus

assistentes na década de 50.

2.2. Acido Hialurénico: Estrutura e Propriedades

2.2.1. Estrutura

O acido hialurénico (AH) é um polissacarideo linear de alta massa molar
pertencente a familia dos glicosaminoglicanos e consiste em unidades
dissacaridicas polianiénicas de dcido D-glicurénico (GlcUA) e N- acetil-glicosamina

(GlcNAc) unidas alternadamente por ligagdes B (1—3) e B (1— 4) (Chong, 2004).

10
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Figura 2.1 — Estrutura do Acido Hialurénico

O AH pode conter em torno de 30.000 unidades dissacaridicas repetidas na
molécula extraida de tecidos animais, o que significaria uma massa superior a 10’
Da (Weigel et al.,1997).

Estudos com espalhamento de luz mostram que o AH é um novelo

randomicamente curvado com um pouco de polidispersidade e rigidez.

Em condicoes fisiolégicas, o AH apresenta-se carregado negativamente.

2.2.2. Comportamento do Acido Hialurénico em Solugéo

Solucdes de AH apresentam propriedades viscoelasticas e a base biofisica

de seu comportamento ndo-ideal tem sido fonte de muito estudo.

Em solucdes diluidas, o AH comporta-se como um novelo aleatério e rigido.
A presenca de segmentos conectados agiriam opondo-se ao enrijecimento da
cadeia. Em solugbes concentradas, os segmentos rigidos e enrolados mostram-se
interligados e formam solugdes viscoelasticas. A presenca de segmentos
conectados pode levar a formagao de uma rede e, conseqlientemente, a formacao
de géis. (Hardingham, 2004)

11
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Segmento Aleatério
Enrrolado e Rigido
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Figura 2.2 — Modelos para o comportamento de AH em Solugéo (Hardingham, 2004)

O seu comportamento em solugao aquosa, portanto, € bem peculiar e a sua
rigidez pode ser justificada, em parte, devido as ligacdes de hidrogénio entre os
sacarideos adjacentes, combinado com algum efeito de repulsdo eletrostatica
mutua entre grupos carboxila (Hardingham, 2004). Os atomos axiais de
hidrogénio (indicados na Figura 4.3) formam uma face apolar, relativamente
hidrofébica enquanto as cadeias equatoriais dao forma a uma face mais polar,
mais hidrofilica, criando, desse modo, uma estrutura de torcdo (Figura 4.4).
Consequentemente, uma molécula de AH apresenta uma estrutura randémica e
expandida em solugdes fisiolégicas, ocupando um grande espaco (Hascall &
Laurent ,1997).

Estudos das propriedades de solugdes de AH prurificado fornecem uma
vista de conformagdes moleculares relevantes ao comportamento hidrodinamico e

suas propriedades mecanicas. (Fouissac et al., 1993)

12
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Figura 2.3 — A figura mostra os hidrgénios axiais formando a face apolar (adaptado de Hascall &
Laurent,1997).

Assim, as interagcbes entre as moléculas da agua e os grupos carboxila e N-
acetila conferem ao polimero a capacidade de retengdo de agua e certa rigidez
conformacional, limitando a sua flexibilidade.

Figura 2.4 — Estrutura de fita torcida para o comportamento do AH em solugao (adaptado de
Hascall & Laurent,1997).

13
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A capacidade de ligagdo com a agua esta diretamente ligada a massa
molar desse polimero. Assim, estudos sobre a capacidade de hidratagcdo do AH
mostram que 100 vezes a sua massa em agua podem se prender a sua estrutura.
(Scott,1989; Laurent, 1970; Hoekstra, 1999)

Cowman et al. (2005) sugerem que as fungdes bioldgicas do AH estao
vinculadas & existéncia de inimeras conformagées e de interacdes especificas. E
provavel que as conformagbes sdo afetadas pelo ambiente, desse modo, a acao
de forgas como forga ibnica e interagbes especificas do ion, constante dielétrica
local, efeitos de exclusdo de volume exposi¢do a forcas mecanicas, e presenca
substancias que proporcionem interacao (por exemplo, proteinas e aos lipidios).

Cowman et al. (2005), através de microscopia de forca atbmica, elucidaram
o comportamento do AH microbiano em faixas de massa molar entre 10°a 10° Da
e discriminaram inUmeras estruturas para estas duas classes de AH, baixa e alta
massa molar. Como resultado, Cowman et al. (2005) mostraram provaveis formas

para condensacao do AH. (figura 2.5)

Colar de pérolas Cilindro Glébulo
(randdmico) (rand6mico) (randdémico)
Alta MM
Colar de pérolas (espiral) Haste (espiral)
Colar de perolas (dobras) Haste (dobras)
I Colar de perolas {(grampos) Haste (grampos)
Toroide Toroide colapsado
Baixa MM Fibras Pilhas
// ﬁ-’
=

Figura 2.5 — Modelos de condensacédo do AH em Solugao (adaptado de Cowman et al., 2005)
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2.3. Fontes de Acido Hialurdnico

O AH esta presente nos tecidos conjuntivos de mamiferos, preenchendo
assim espagos intercelulares. Suas funcbes estdo ligadas a flexibilidade e
manutencao da estrutura dos tecidos.

Este mucopolissacarideo esta presente no fluido sinovial, pele, tenddes,

corpo vitreo ocular e cordao umbilical.

Na pele, bem como nas cartilagens, a fungcdo do AH é ligar-se a agua,
manter a tonicidade e a elasticidade desses tecidos. No fluido sinovial das juntas,
sua funcdo basica é o de manter um suporte protetivo e lubrificante para as
células (Kim et al.,1996)

Pela extracao do AH presente nesses tecidos € que, tradicionalmente, vém
se produzindo essa substancia disponivel no mercado.

Em alguns casos, o AH é o maior constituinte desses tecidos, como por
exemplo humor vitreo do olho humano (0.1-0.4 mg/g massa umida) ou em fluido
sinovial nas juntas (3-4 mg/ml). (Hascall & Laurent, 1997)

As principais fontes, no entanto, de AH comercial € crista de galo e cordao

umbilical.

Com relacdo a massa molar do AH, observamos que ha uma variancia de
acordo com a fonte da qual o AH fora extraido (Tabela 2.1).

Tabela 2.1- Comparacao entre as massas molares do AH em diversas fontes

Fonte Massa Molar
Fluido sinovial 1- 8 milhdes de Da
Cordao umbilical 3,6-4,5 milhdes de Da
Crista de galo 12-14 milhdes de Da
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Ha, no entanto, restricbes ao AH extraido e purificado desses tecidos

animais, segundo Chong (1998) que séo:

o Reducéo da massa molar apds os processos de extracao e purificacao;

o Dificuldades de isolamento de moléculas com alto peso molar devido a
formacao de complexos com proteoglicanos;

o Controle da massa molar do polimero;

o Questdes éticas e argumentos morais a ultilizagado bioquimica dessa

substancia devido ao risco de infec¢des virais.

A produgao do acido hialurénico por via fermentativa € uma alternativa aos
processos classicos , que contorna as restricdes acima citadas.

2.4 Biossintese de AH

O &cido hialurénico é sintetizado no interior da membrana plasmatica como
um polimero linear. A enzima responsavel pela sintese desse glicosaminoglicano
€ a hialuronato sintase (HAS) (Yamada & Kawasaki, 2005).

HAS era uma enzima de dificil solubilizacao e purificacao, assim, foi preciso
um intervalo de 65 anos desde a identificacdo do AH e a primeira purificagéo de

uma sintase ativa, que aconteceu em 1999 (Weigel, 2004).

Observa-se que a sintese dessa molécula ocorre na extremidade redutora
por transferéncia alternada dos substratos UDP-GIcNAc e UDP-GIcAc para o
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UDP-hialuronato. Esse mecanismo difere das sinteses de glicopeptidios e
proteoglicanos, os quais sdo elongados na extremidade ndo redutora (Prehm,
1984).

A respeito do mecanismo de formacdo de AH e da elongagcdo de sua
cadeia, Weigel e colaboradores (1997) estudaram o crescimento dessas cadeias
de AH em sistemas enzimaticos livres de células obtidos de Streptococcus

piogenese do grupo A.

Chong e Blank (1998) apresentaram o esquema da rota metabdlica para a
sintese de AH por Streptococcus (Figura 2.6).

O acido D-glicurénico e a N-acetil glicosamina sao derivados da glicose-6-
fosfato e frutose-6-fosfato. Assim, segundo a rota metabdlica para o Streptococcus
apresentada, a primeira reacdo é a que leva a glicose-6-fosfato. a-
fosfoglicomutase converte a glicose-6-fosfato em glicose-1-fosfato em uma reacao
reversivel. UDP-glicose fosforilase catalisa a reacdo de UTP e glicose -1-fosfato
para a produgdo de UDP-glicose. UDP-&cido glicurbnico é obtido por oxidacao
especifica do grupo alcool do UDP-glicose através da agcdo da UDP-glicose
desidrogenase. A rota originada da frutose—6-fosfato € envolvida na produgéo de
amino-agucares. Grupos amino transferidos da glutamina para a frutose-6-fosfato
por uma amidotransferase leva a glicosamina-6-fosfato. Grupos acetila
transferidos por uma acetiltransferase formam N-acetil glicosamina-6-fosfato.
Rearranjo de grupos fosfato por mutase geram a N-acetil glicosamina-1-fosfato a
partir de N-acetil glicosamina-6-fosfato. Por fim, a pirofosforilase adiciona UDP
para obtencdo de UDP-N-acetilglicosamina. A participacao de UTP nestas reacdes
geram doadores glicosil ativados que podem ser polimerizados em AH por AH
sintase (Chong et al.,2005).

Chong & Nilsen (2002) propuseram o modelo de fluxo metabdlico para o
metabolismo de carbono em Streptococcus zooepidemicus. Esses autores
estimaram os fluxos intracelulares e validaram a consisténcia de suas medicoes
na determinacdao dos metabdlitos. A estrutura base do modelo proposto foi

composta das seguintes rotas: Embden-Meyerhof-Parnas (vi-vs), pentose fosfato
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(vi2 € vi3) € as reagdes responsaveis pela fermentacdo observada em S.
zooepidemicus. Os produtos metabdlicos (lactato, formato, acetato e etanol) sdo
produzidos pelo lactato desidrogenase (LDH,vg), piruvato formato liase (PFL, v7),
acetato quinase (AK, vio) e alcool desidrogenase (ADH, vg). Sob condi¢coes
aerdbicas, a enzima piruvato desidrogenase (PFH, vg) supostamente domina a
conversao do piruvato a acetil-CoA devido a extrema sensibilidade do PFH ao
oxigénio (Figura 2.6 ).

UHI
ATP—=» DATP
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Figura 2.6 — Fluxo metabdlico do S. zooepidemicus (adaptado de Chong & Nielsen, 2002) .
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GLC(E)+ PEP — GLC6P + PYR
GLC6P — FRU6P
FRU6P+ ATP — 2DHAP+ ADP
DHAP+ NAD+ ADP+ Pl — PEP+ NADH+ ATP
PEP+ ADP — PYR+ ATP
PEP+ NADH — LAC+ NAD
PYR+CoA— FOR+ ACoA
PYR+CoA+ NAD — ACoA+ NADH +CO,
ACoA+2NADH — ETOH + CoA+2NAD
ACoA+2NADH — ACE+ CoA+ ATP
2NADH + O, — 2NAD+2H,0
GLC6P +2NADP— R5P+2NADPH+ CO,
3R5P — 2FRU6P + DHAP
A+ RSP+4ATP — ATPN+4ADP+ PPI
G+ R5P+4ATP — GTP+4ADP+ PPI
U+ R5P+4ATP — UTP+4ADP+ PPI
UTP+GLN+ ATP — CTP+GLU + ADP+ PI
ATPN+ NADPH — DATP+ NADP
GTP+ NADPH — DGTP+ NADP
UTP+ NADPH — DGTP+ NADP
ATPN+ MTHF +2ATP+ NADPH — UDPNAG+GLU
+CoA+ PPI
FRU6P+GLN+ ACoA+UTP — DTTP+ DHF+2ADP+
+ NADP+ PPI
UDPNAG+ PEP+35ALA+GLU+ LYS+8ATP+ NADPH — PEPG+
+2UTP+8ADP+7PI+ NADP
GLC6P+UTP — UDPG+ PPI
UDPG+3DHAP+3NADH+5ATP — TEIC+3NAD+5ADP+UTP+2PPI
UDPNAG+2G6P+2NADPH+3ATP — AWALL+UTP+2NADP+3ADP+2PPI
UDPG+UDPNAG+2NAD+2ATP — HA+2UTP+2NADH+2ADP
23.9ACoA+2,1DHAP+0,65UDPG+43,SNADPH+24.3ADP+ 2, INAD — LIP +
+239C0A+43,5NADP+243ADP+2,1NAD+0,65UTP+11PPI+22PI +2,1H,0
100AMINAc+430,6ATP —100PROT+430.6ADP+430,6 P1
29DATP+29DTTP+21DGTP+21DCTP+1372ATP — 100DNA+137,2ADP+137,2PI +10PPI
26,2ATPN+21,6UTP+32,2GTP+20CTP+40ATP — 100RNA+40ADP+40PI +100PPI
86,7PROT+2PEPG+1,6TEIC+0,7AWALL+1,1DNA+7,6RNA+0,5LIP — 100BIOM
ATP — ADP+ PI

Reagbes do fluxo metabdlico do S.zooepidemicus (adaptado de Chong & Nielsen , 2002)
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Chong & Blank (1998) ainda observaram que a massa molar do AH
produzido na fermentacao € inversamente relacionada com a taxa de crescimento
celular da bactéria. A afirmacdo de Chong e Blank apéia-se, também, na
observacao de que a parede celular de bactérias gram positivas é construida a
partir de um dissacarideo que contem um dos precursores da sintese do AH, o N-
acetil-glocasamina, que une-se por meio de ligacées B 1-4 ao N-acetilmuramico,
formam a molécula glicano que varia no comprimento (de 5 a 30 unidades)
dependendo do tipo de bactéria utilizada (Navarre et al., 1999).

Portanto, a taxa especifica de producdo do AH (g g h™') aumenta com a
diminuicdo da taxa de crescimento especifica, de modo que maiores taxas de
producdo podem ser atribuidas a maiores taxas de polimerizacao através da AH

sintase (Figura 2.7)

N'EP MADFPFH Acidos Organicos, ATP
Acido Teicoico Acidos Graxos, Lipidios
(Parede celular) p P
rep Fosfoglicoisomerase Slicolise
§ Hewrourases
Ghicoze o B Clicoselip ————————  Fritosesi-P
) Glutamina
ATP Fosfoglicomutase Amidotransferase
Glutamato
Poliszacarideo 4 Glicoge-1-P Glucozaming-6-P

Qaredecelular) g ﬁUTP

Acido Teicoico 44— [TDPE Clcose
(Parede celular)

VDF -Glicose deidrogenase

Mufase l

Glucosamina-1-P

Betl Cok
Acefi] fransferase

M- &cetil Glicosamina-1-F
TP
Firofosforilase

UDF H - Acetil Glicosattitia

HMADH
Acido Teicuronico 44— [JDF - Acido Glucuronico
(Parede celular)
Acide Hialuromnico -
Hyaluronate spnfhase

;

Peptidoglicano (Parede celular)
Polissacarideo (Parede celular)

Figura 2.7 — Rota de sintese de acido hialurénico (adaptado de Chong et al., 2005) .
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A massa molecular do AH produzido é determinada pelo numero de
precursores que a sintase pode polimerizar durante a sua meia vida (2 a 4 horas).

Baseando-se na similaridade entre os tempos de producdo de uma cadeia
de AH e o periodo de vida da sintase, € proposto que a mesma produza apenas
uma cadeia, desse modo, a sintase ndo aumentara a massa molar do AH
sintetizado, mas podera reduzir a massa molecular média em caso de competicao
(Chong, 1998).

Assim, o mecanismo fundamental de sintese de AH é descrito por Weigel
(2004) como sendo o seguinte:

HA Sintase
UDP — GIUA+UDP - GlcNAc +( AH ),, ——————( AH ), + 2UDP

As interacOes e reagdes envolvidas na formagao de ligagbes glicosidicas
determinam a natureza das relagdes entre doador/receptor e os substratos. Assim,
0S mecanismos para a biossintese de um polissacarideo sdo fundamentalmente

diferenciadas.

O primeiro modelo teérico para a biossintese de AH propunha que trés
sitios ativos estavam envolvidos na transferéncia de agucares dos precursores

para o terminal n&o redutor da cadeia alternadamente (DeAngelis,1999).

DeAngelis (1999) ainda afirma que o mecanismo de controle do tamanho
da cadeia ainda nao é conhecido.

Yamada & Kawasaki (2005) apresentaram em seus estudos um modelo
tedrico para a sintese e elongacdo da cadeia do AH no interior da membrana
plasmatica, que € apresentado na figura 2.8.
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Espaco Intracelular Espago Extracelular

uor—@
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0000000

@ GicNAc
GicAc

l Membrana Plasmatica

Figura 2.8 — Esquema simplificado para representacdo da sintese de AH. (adaptado de Yamada
et al., 2005)

2.5. Producao de AH por Processos Fermentativos

Muitos sé@o os esforcos empenhados no desenvolvimento de sistemas para
producé@o de &cido hialurénico em via fermentativa. Assim, apresentando-se com
uma viavel alternativa aos processos convencionais de extracao dessa substancia
de tecidos, os processos fermentativos apresentam aspectos importantes, que
incluem processos de purificacdo menos laboriosos (Chong & Blank, 1998).

Parte dos esforgos no desenvolvimento de sistemas fermentativos tém sido
direcionados para a selegdo da bactéria e do meio de cultura adequados ao
processo. Johns & Armstrong (1997) mencionaram que processos em batelada
sdo empregados mais freqientemente para a producdo de polimero com uma

massa molar que varia entre 1 a 2,5 MDa.
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2.5.1. Microrganismos Empregados e Condi¢cées do Processo

O AH tem sido produzido comercialmente, desde os anos 80, através de
sistemas fermentativos com uso de Streptoococcus do grupo C , em particular
Streptoococcus equi das subespécies equi e zooepidemicus (Chong et al., 2005).
Streptococcus equi subsp. zooepidemicus € um importante patdégeno de equinos,
segundo nos reporta Lammler e colaboradores (1999).

Kendall, Heindelberg e Danson obtiveram em torno de 100 mg de AH por
litro de cultura liquida, sendo esta a primeira vez que se isolou o0 AH produzido por
microrganismos do grupo A de Streptococcus.

A literatura reporta ainda a possibilidade de producdo de AH utilizando
linhagens de Streptococcus, tais como Streptococcus equisimilis, Streptococcus
pyogenes, Streptococcus equi e Streptococcus dysgalactiae.

Condi¢des aerdbias e anaerbbias foram também empregadas, conforme
menciona Nimrod ef al. (1988). Nimrod e colaboradores ainda mencionam a
obtencdo de um produto com concentragdo de 1,02 g/ cm® em massa molar que
excedia 6 MDa. Entretanto, mesmo podendo ser produzido por via aerdbia e
anaerébia, condigbes de aerobiose favorecem o aumento da massa molar desse

biopolimero.

Processos em batelada e batelada alimenta podem ser empregados nessa
finalidade, no entanto, processos continuos também podem ser empregados.
(Chong et al., 2005). O cultivo continuo pode reduzir a polidispersidade observada
durante a producdo de AH em processos em batelada devido as mudangas na
taxa de crescimento (Johns & Armstrong, 1997). Ha restricdbes aos processos
continuos no que diz respeito a sua baixa produtividade volumétrica, o que poderia
justificar o amplo emprego de processos em batelada na producéo industrial do
AH. (Chong et al., 2005, Ellwood et al. ,1996 ). Assim, a literatura reporta
diversos estudos para a otimizagdo de processos em batelada.

Johns & Armstrong (1997) apresentam como condicdes étimas para o
cultivo uma temperatura variando entre 30 e 37 °C e pH entre 6,5 e 7,5.
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O que é reforcado por Chong et al. (2005) pela observacao de que quando
o crescimento se da a um pH neutro e de uma temperatura de 37C, a
produtividade de AH é elevada.

Uma vigorosa agitacdo faz-se necessaria para o processo de transferéncia

de oxigénio no meio.

Ogrodowski (2006), estudou a influéncia da aeracao forcada e da agitacao
acompanhando perfis de oxigénio dissolvido, massa celular, concentracdo de
glicose e concentragdo de AH, em diversos niveis de agitacdo e aeragdo em um
reator do tipo Bioflo Ill. Assim, para menores niveis de agitacdo as fermentagdes
sdo mais controladas quando comparadas a niveis elevados como 400 rpm.
Ogrodowski ainda apresentou que em agitacdo em niveis elevados pode
acarretar o cisalhamento da célula e que o oxigénio devera ser disponibilizado a
célula em niveis médios para evitar a agdo tdxica do mesmo sobre o

microrganismo.

A relacdo negativa entre a taxa de crescimento, a produtividade especifica
e massa molar somente é verdadeira quando a inibicdo do crescimento nao é

associada com reducéo de glicose. (Chong et al., 2005)
2.5.2. Meio de Cultura

Streptococcus dos grupos A e C sdo, sob o aspecto nutricional, exigentes
no que diz respeito ao nitrogénio orgéanico, conforme nos reporta Johns et
al.(1997). Assim, as fontes de nitrogénio sao consideravelmente importantes para

que haja um bom crescimento dessas linhagens.

A literatura menciona meios sintéticos usados no crescimento de cepas de
Streptococcus, no entanto, ndo reporta meios complexos utilizados nessa
finalidade.

Oliveira (2004) apresentou a utilizacdo de suco de caju como meio de
cultura em processos de producdo de AH, visando a substituicdo do meio BHI
(Brain Heart Infusion), recomendado pela ATCC para o cultivo de S.
zooepidemicus. Desse modo, pode-se eliminar a presenca de antigenos que, por
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ventura, possam estar nos meios de cultura de origem animal, reduzindo, assim,

as contaminagdes no produto.

Os experimentos de Oliveira apresentam resultados da suplementacéo do
meio de suco de caju puro com BHI, para o preparo do inéculo, nas concentragdes
de 10,20,30 e 37 g/L, sendo que, nesta ultima o cultivo foi feito, também, por 24
horas.

Dessa forma, observa-se que a crescente adicdo de BHI ao meio de cultivo

gera um aumento na concentragao celular final.

A suplementagé&o com extrato de leveduras também é proposta por Oliveira
como alternativa ao uso do BHI. Os significativos resultados de seu trabalho
mostram que, semelhante ao que ocorre com o BHI, a concentracao celular cresce
com a crescente adigdo de extrato de levedura ao meio de suco de caju (Figura
2.9).

[ suce de caju purg

1B suco de caju + 37 g/l de BHI

B suce de caju + 37g/L de extrato de levedura
& suce de caju + 60g/L de exrato de levedura

concentracao celular (g/lL)

Figura 2.9- Comparagéo entre a massa cellular seca obtida com suco de caju puro e suplementado.
(Oliveira, 2004)
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2.5.3. Processo de Clarificagcado do Suco de Caju por Membranas

2.5.3.1. Processo de Separagao por Membranas

A filtracdo é uma operagao de separacao de dois ou mais componentes de
uma mistura, que em seu uso convencional, refere-se, geralmente, a separacao
de particulas sélidas, imisciveis, a partir de um fluxo fluido (liquido ou gasoso).
Segundo define Cheryan (1986), a filiracado por membranas estende esta
aplicacao incluindo a separagdao de solutos dissolvidos em liquidos e para a
separagao de misturas gasosas.

A membrana age como uma barreira seletiva, isto permite a passagem de
certos componentes, retendo outros, de uma mistura.

Hwang & Kammermeyer (1975), conforme cita Cheryan (1986), definiram
uma membrana como uma fase que age como uma barreira para previnir o
movimento de massa, mas admitindo a passagem restrita ou regulada de uma ou
mais espécies por ela. Ha, portanto, segundo essa definicdo, que se mencionar
que uma membrana pode ser gasosa, liquida, sélida ou uma combinagédo entre
elas.

Cheryan (1986), ainda menciona a possibilidade das membranas
modificarem o permeado fisica ou quimicamente, como vemos em membranas de
troca i6nica ou bifuncionais, conduzir corrente elétrica, prevenir o transporte, como
no caso de embalagens e revestimentos ou apresentarem permeabilidade
seletiva. Desse modo, as membranas podem ser passivas ou reativas quanto a
sua habilidade para alterar a natureza quimica das espécies.

Duas configuracées podem ser utilizadas no processo, a filtragcdo estatica,
também denominada de dead-end, e a filtragcao tangencial, conforme podemos ver
na ilustracao (Figura2.10).

Na filiracdo estatica, a solucdo é alimentada perpendicularmente a
membrana, gerando uma Uunica corrente que se denomina de filtrado ou
permeado. As particulas que ficam retidas na membrana formam uma torta na

zona superficial, acarretando a diminuicao consideravel do fluxo permeado o que
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exige freqlentes paradas para limpeza ou troca da membrana, conforme
menciona Dziezak (1990).

Na filtracdo tangencial, a solugdo € alimentada em fluxo tangencial a
membrana, por sua vez, duas correntes distintas sdo geradas, a corrente de
permeado e a corrente de retentado. O permeado é a corrente constituida por
componentes de tamanho menor que o dos poros da membrana. A corrente de
retentado € rica em solutos maiores e que nao passaram através dos poros da
membrana. (Paulson et al.,1984)

O perfil para o fluxo permeado e para a resisténcia causada pela torta sao
ilustrados na Figura 2.11.

Nota-se que, para o caso da filtracdo estatica, rapidamente ha uma
diminuicdo no fluxo permeado (J) em virtude da formacao da torta, ha, portanto,
um rapido aumento na resisténcia atribuida a formacao e retencado da torta na

superficie da membrana.

Alimentacédo
Alimentacédo Retentado
v — ) »
g _"_m © «©
o = m E_m®m £
me " ll-l.".l.. -t T am" pan g " " :: E
Membrana Membrana
Permeado Permeado
(a) (b)

Figura 2.10- llustracdo da filtracdo estatica (a) e tangencial (b) (adaptado de
Cheryan,1998)
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Figura 2.11- llustracdo dos perfis de Fluxo permeado e resisténcia causada pela torta na

filtracdo estatica (a) e tangencial (b) (adaptado de Cheryan,1998).
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Figura 2.12 — Faixas de Separacgéo e fatores que afetam a separagao.
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Durante a ultrafiltracdo, o soluto é trazido até a membrana por transporte
convectivo e uma porgao de solvente é removida do fluido, 0 que resulta numa alta
concentracao local de soluto na superficie da membrana quando comparado a
concentracao da corrente principal.

O fluxo permeado é uma variavel critica na determinacdo da eficiéncia do
processo de ultrafiltragdo, sendo desejado o maxima taxa de permeacao com o
minimo consumo de energia (Barros, 2002).

Na ultrafiltracdo, o declinio do fluxo permeado em funcdo do tempo de
processamento de uma solugdo multicomponente, quando comparado com agua
pura, pode estar relacionado, segundo afirma Barros (2002), com fen6menos

como compactagao e formagao de crosta na membrana (fouling).

O fluxo permeado é dado, matematicamente pela equacgao 2.1.

J=— (Equacao 2.1)

Onde, J é o fluxo permeado, mp é a massa de permeado ao longo do
tempo t e A é a area de filtracdo da membrana.

2.5.3.2. Clarificacao do Suco de Caju

O principal objetivo da clarificacdo do suco de caju é a remogao de taninos
do conteudo liquido extraido do pedunculo.

O termo tanino é utilizado para definir duas classes distintas de compostos
quimicos de natureza fendlica: os taninos hidrolisaveis e os taninos condensados.
(Carneiro, 2001).
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Os taninos séo, portanto, compostos nao cristalizaveis e na presencga de
agua formam solugdes coloidais que apresentam reacao acida e forte sabor
adstringente. Os taninos compreendem um grande grupo de substancias
complexas muito disseminadas no reino vegetal; em quase todas as familias
botanicas ha espécies que contém taninos. Estes, quando ocorrem em grande
quantidade, geralmente se localizam em determinados 6rgaos da planta como as
folhas, os frutos, o cértex ou o caule. Quimicamente, os taninos sdo substancias
complexas que em geral ocorrem como misturas de polifenéis dificeis de separar

por nao se cristalizarem. (Ferrao et al. 2003)

A atividade antimicrobiana dos taninos € conhecida e o mecanismo de sua
acao explica-se por trés hipdteses. A primeira pressupde os taninos inibindo
enzimas bacterianas e fungicas e/ou se complexando com os substratos dessas
enzimas; a segunda inclui a agcao dos taninos sobre as membranas celulares dos
microrganismos, modificando seu metabolismo, e a terceira fundamenta-se na
complexacao dos taninos com ions metalicos, diminuindo a disponibilidade de ions
essenciais para o metabolismo microbiano (Scalbert, 1991).

Desse modo, a presenca de compostos de tal natureza poderiam inibir a

atuacao dos organismos durante a fermentacgéao.

Cianci et al. (2005) avaliaram a utilizacao dos processos de separacao por
membranas, a microfiliracdo e a osmose inversa, no processamento do suco de
caju, contribuindo, desta forma para o desenvolvimento de técnicas que permitem
a reducao de taninos no suco de caju.

Como resultado de seus trabalhos, Cianci et al. (2005), obtiveram um suco
permeado livre de taninos, 0 que assegura que a utilizacdo de técnicas de
microfiltracdo podem ser usadas para tal proposito.
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2.6. Fermentacao em Estado Sdélido

2.6.1 Caracterizagao do cultivo

O cultivo em estado sélido ou fermentagdo em estado sélido (FES) é
caracterizado pelo crescimento de microrganismos sobre uma matriz sélida, ou
seja, suporte insollvel, na auséncia ou perto da auséncia de agua livre (Pandey,
2003; Raghavarao et al. 2003), diferenciando-se, portanto, de processos de
cultivo submerso e das rea¢des com células imobilizadas pela quantidade de agua
livre presente, conforme afirma Guitiérrez-Correa & Villena (2003).

A agua livre, no entanto, nao parece ser 0 meio natural para maioria dos
microrganismos. Nem mesmo 0s microrganismos marinhos preferem nadar na
agua livre do mar visto que 98% dos microrganismos isolados do meio marinho
foram obtidos abaixo da superficie aquatica em substratos sélidos. (Holker et al.,
2004; Amarante, 2005)

Atualmente, a técnica de fermentacdo semi-sélida tem sido extensamente
explorada devido as vantagens oferecidas principalmente no cultivo de fungos
filamentosos (Hasan, 2002). Segundo afirma Pandey e colaboradores (2002) e
reforca Hasan (2002), nos dultimos dez anos tem havido crescente
desenvolvimento da FSS com aplicacdo em diversas areas como bioremediacao e
biodegradacdo de compostos toxicos, detoxificagdo biolégica de residuos
agroindustriais téxicos, biotransformacdo de residuos de plantacbes para
enriquecimento nutricional e para obtencdo de produtos biologicamente ativos
como metabdlitos secundarios, incluindo micotoxinas (aflatoxina e ocratoxina),
biopesticidas (endotoxinas bacterianas), hormdnios de crescimento de plantas
(acido giberélico), promotor de crescimento (zearalelona), antibidticos (penicilina,
cefalosporina, cefamicina C, oxitetraciclina, iturin, surfactin e monodern), drogas
imunosupressivas (ciclosporina A), acidos orgéanicos, compostos aromaticos
alimentares e diversas enzimas. A maioria das aplicagdes citadas envolvem a
utilizacdo de residuos agroindustriais como substrato, apesar de alguns usarem

suportes inertes para cultivo.
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Tabela 2.2. Aplicagdes industriais da FES (adaptado de Raimbault, 1997)

Aplicacoes

Exemplos

Alimentos Fermentados

Koji, Tempeh, Ragi, Attieke, queijos

Bioconversao de
Residuos

Bagaco de cana, polpa de café

Aditivos de Alimentos

Flavorizantes, Corantes, 6leos essenciais

Bioinseticidas

Beauveria, Metarhizium, Trichoderma

Producao de Enzimas

Amilases, Celulases, Proteases, Pectinases e

Xilanases
Farmacos Penicilina e Probioticos
Producao de Acidos Acido Citrico, Fumérico, Galico, Léctico,
Organicos Giberélico

Fermentacao Alcodlica

Schwanniomyces sp., Malteacao

Metabdlitos Fungicos

Hormoénios e Alcalbides

Ha aspectos importantes que devem ser considerados no desenvolvimento
geral de um bioprocesso em FSS. Esses incluem selecao de microrganismos e
substratos adequados, otimizacdo dos parametros de processo, isolamento e
purificacdo do produto.

Selecao de um substrato adequado € outro ponto chave da FES. Em FES,
o material sélido ndo € soluvel, agindo, em muitos casos, como suporte e fonte de
nutrientes. O material soélido pode ser de origem natural tal como residuos
agroindustriais ou um suporte inerte impregnado de solugcdo nutriente (Pandey et
al.,2000; Ooijkaas et al.,2000; Pandey, 2003). Durand (2003) menciona que
matrizes usadas como suporte nos processos em estado sélido podem variar na
sua composi¢ao, tamanho, resisténcia mecanica, porosidade e capacidade de
retencao de agua.
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Sistemas em estado sélido apresentam diversas vantagens em relagcédo aos
cultivos submersos. Como vantagens biolédgicas cita-se a baixa demanda de agua,
utilizacao de substratos insoluveis em agua e fontes de carbono pouco usuais e a
similaridade com o ambiente natural de muitos microrganismos. Podemos citar
como vantagens de processo a alta produtividade volumétrica, facilitada
recuperacao de produtos e reduzidas exigéncias energéticas. No entanto, esses
sistemas podem apresentar alguns problemas como o surgimento de gradientes
de temperatura, umidade, oxigénio e nutrientes. Além disso, estes processos
apresentam desvantagens tais como a utilizacdo apenas de microrganismos que
desenvolvam-se em baixos niveis de umidade e atividade de agua, dificuldades na
medida e controle de parametros, necessidade de elevados indculos, pré-
tratamento do substrato e dificuldades no escalonamento do processo (Ooijkaas
et al.,2000; Bastos, 2006).

Mencionando a classificacdo teérica baseada na atividade de &gua,
somente fungos e leveduras seriam adequados aos processos de fermentagao
semi-solia. Pensando-se que devido ao elevado requerimento de atividade de
agua, culturas bacterianas ndo fossem adequadas a esses processos. No entanto,
a experiéncia tem mostrado que culturas bacterianas podem ser bem controladas
e manipuladas em FES (Pandey, 2003).

2.6.2. Biorreatores Usados em FES

Durand (2003) afirma que ha duas categorias de biorreatores usados em
FSS:

o Reatores em escala laboratorial e

o Reatores em escala piloto e industrial.

Na primeira categoria observamos o uso de pequenas quantidades de meio

sélido (na ordem de alguns gramas), como ressalta Bastos, 2006.
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Os tipos mais comuns de biorreatores usados em cultivo em estado sélido,
segundo Durand (1997), Mitchell et al. (2000) e conforme reafirma Bastos

(2006), sao do tipo bandeja, leito fixo, agitados e de leito fluidizado gas-sélido.
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Figura 2.13. Reator de Bandejas do Tipo Koji (adaptado de Durand, 2003)

Biorreatores de bandeja sédo caracterizados pela simplicidade de sua
configuracdo, uma vez que o substrato € disposto em bandejas que normalmente
séo perfuradas para a facilitagdo da convecgéao do ar. Neste tipo de biorreator nao
ha aeracao forcada nem agitagdo mecénica, por isto se utiliza finas camadas de
substrato com o intuito de controlar o aquecimento metabdlico e para a
manutencao das condi¢coes aerobias (Robinson & Nigam, 2003; Durand, 2003 ;
Bastos, 2006).

Na figura 2.13, apresentada acima, adaptada de Durand (2003),
observamos uma configuracao tipica para reatores do tipo bandeja usados no
processo Koji, onde observamos (1) uma sala Koji, (2) valvula de agua, (3) tubo de
UV, (4,8,13) sopradores, (5,11) filtros de ar, (6) saida de ar, (7) umidificador, (9)
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aquecedor, (10) recirculagdo de ar, (12) entrada de ar, (14) bandejas e (15)
suportes para as bandejas.

Figura 2.14. Reator de tambor rotativo (adaptado de Durand, 2003)

Reatores agitados podem apresentar duas configuragdes peculiares:
o Reatores de tambor rotatério e
o Reatores estaticos.
Na primeira configuragdo a agitacdo € promovida pela rotagdo do tambor
em torno do eixo do motor, diferindo do segundo grupo por apresentarem estes

agitadores mecanicos que promovem a mistura do meio sélido.

Figura 2.15 . Reator de misturador horizontal de pas (adaptado de Durand, 2003)
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A figura 2.14 apresenta uma tipica configuracdo para reatores do tipo
tambor rotativo, onde observamos (1) entrada de ar, (2) junta de rotacao, (3)
acoplamento, (4) bocais, (5) linha de ar, (6) rolamentos, (7) tambor, (8) meio sélido
e (9) bordas.

Na figura 2.15 é Durand (2003) apresenta um sistema tipico para reatores
com mistura promovida por sistemas de pas em eixo horizontal. No esquema
observamos (1) entrada de ar, (2) termopar, (3) jaqueta, (4) pas, (5) saida de ar,
(6) motor de agitacao, (7) reator, (8) meio solido e (9) eixo de agitacao.

Em reatores de leito fixo (figura 2.16 e 2.17) a aeracao forgcada é promovida
através da camada de substrato. Esses biorreatores sao tipicamente cilindricos,
feitos em vidro ou em plastico, com controle de temperatura feita em por meio de
banho termostatico ou através de camisas nas colunas (Durand,2003; Bastos
2006).

Figura 2.16. Reatores do tipo leito fixo em escala laboratorial (adaptado de Durand, 2003)
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estéril

Ar
estéril

Figura 2.17. Esquema de coluna esterilizavel para escala laboratorial (adaptado de Durand, 2003)

2.6.3. Fendmenos de Transferéncia de Massa no Cultivo em Estado
Sélido

O cultivo em estado sélido é caracterizado com um sistema heterogéneo,
de maneira que possui algumas limitacbes, em especial limitacbes quanto ao

transporte de massa e calor, podendo, assim, comprometer a produtividade
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(Gowthaman et al, 1993; Bastos, 2006). Observa-se, portanto, que as
caracteristicas desses fenémenos de transferéncia, conforme ressalta Bastos
(2006), estao intimamente ligados a natureza do substrato e do microrganismo,
condutividade térmica, difusividade efetiva, porosidade e teor de umidade do
substrato sélido.

O crescimento dos microrganismos é dependente da difusao interparticula e
intraparticula dos gases (O, e CO,) como também de enzimas, nutrientes e
produtos do metabolismo.

Para Raghavarao et al. (2003), os fenbmenos que ocorrem em sistemas
reacionais dessa espécie podem ser classificados como:

o Fendmenos macroscépicos e
o Fendmenos microscopicos.
Macroscopicamente (figura 2.18), os processos de transferéncia de massa

incluem:

o O fluxo de ar no biorreator que traz como conseqiéncias mudangas na

temperatura e nas concentracdes de O,, de CO. e de agua;

o A convecgao natural, a difusdo e a condugdo que ocorrem na direcao

normal ao fluxo de ar durante a aeracao;

o Conducao de calor através da parede do biorreator;

o Efeitos de cisalhamento causados pela mistura dentro do biorreator que

inclui aspectos da manutencgao da integridade das particulas sélidas.
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Saida de ar
Fluxo de ar “bulk” de massa e calor
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Figura 2.18. Fendmenos Macroscépicos que ocorrem em biorreatores.

Apesar desses fendmenos apresentarem importantes contribuicoes para os
balancos de massa e energia ndo necessariamente apresentam-se com a mesma
intensidade em todos os tipos de biorreatores, segundo afirma Mitchell e
colaboradores (2000).
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Microscopicamente, observamos que 0s microrganismos crescem na regiao
Uumida na superficie dos substratos sélidos. No caso de sistemas fungicos, durante
o crescimento, as hifas penetram na particula em busca de nutrientes, o que
acarreta difusdo de solutos do interior da particula (Mitchell.et al., 2000; Bastos,
2006). No caso de sistemas bacterianos, o crescimento se da no meio liquido que
esta estagnado em volta da particula e na regido intraparticular embebida por

liquido em um meio estagnado intraparticular.

2.6.4. Transferéncia de Oxigénio no Cultivo

A forma mais pratica de aumentar o metabolismo aerodbio é facilitando a
transferéncia de Oxigénio da fase gasosa para os microrganismos via aumento da
area de interface entre a fase gasosa e o biofilme. A area interfacial pode ser
aumentada através da reducdo do tamanho das particulas ou pré-tratamento do
substrato (Oostra et al., 2001).

Assim, em processos que ocorrem sob aerobiose, a transferéncia de
oxigénio é um dos fendmenos mais importantes para o crescimento e manutencao
do microrganismo durante esses processos.

O coeficiente global de transferéncia de massa (gas-liquido), o K;a,
portanto, € uma variavel de grande importancia na descricdo destes processos,
conforme menciona Poughon e colaboradores (2003).

Nos cultivos em estado sélido, sao raros os trabalhos que abordam este
tema de maneira quantitativa, mesmo que a transferéncia de oxigénio seja um
fator limitante em alguns sistemas reacionais, conforme observa Bastos (2006).
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Faze Sdlida

Fase Liguida em Zana de Estagnagio

Figura 2.19. Transferéncia de Oxigénio em Sistemas sélidos porosos.

Os microrganismos crescem, portanto no interior ou na superficie de
particulas porosas. Ha formacéao superficial de um filme liquido delgado.

Em uma caracterizacao geral, a transferéncia de oxigénio nesses processos
esta associada a trés dominios de ocorréncia (figura 2.19) Ha, portanto uma etapa
inicial de transferéncia de oxigénio do dominio gasoso para o dominio liquido no
filme externo a particula. A segunda etapa esta associada ao liquido estagnado
nas reentrancias e poros do sélido, constituindo uma de zona de estagnacao.
Dessa forma, menciona Thibault et al. (2000), o oxigénio é transferido por
conveccao da fase gasosa para o filme estagnado e por difusao molecular através
do filme e nos poros do substrato sélido. Thibault et al. (2000) comprovam que o
coeficiente de transferéncia de massa convectivo (kg) nao influencia na

transferéncia de oxigénio em cultivos sobre substratos soélidos.
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Bastos (2006) assume a afirmacédo de Thibault et al. (2000) e considera
apenas a transferéncia difusiva de oxigénio através do filme liquido em seu
sistema.

Ha, no entanto que se fazer a assertiva de que o K;a deve ser usado com
muito cuidado, visto que devido a presenca de organismos no filme liquido, os
perfis de concentracao de oxigénio sao fruto da difusdo e do consumo.

Doran (1997) mostra que a taxa global de transferéncia de oxigénio pode

Ser expressa por:

N=K;a(C*-C\) (Equacao 2.2)

Onde N ¢é a taxa volumétrica de transferéncia de oxigénio; K, € o coeficiente
de transferéncia de oxigénio na fase liquida; a é a area interfacial para
transferéncia de O,; C* é a concentracao de O no equilibrio gas-liquido e C_ é a
concentracao de Oz no filme liquido.

A teoria do filme podera ser aplicada para caracterizar a transferéncia de
oxigénio. O balanco gasoso no biorreator podera ser usado, segundo Thibault et
al. (2000),para estimar o K;a, visto que o método dinamico, aplicado a
fermentacédo submersa ndo pode ser aplicado.

Fase Fase Sélido

Gasosa Liquida

Figura 2.20. Representacao geral da teoria do Filme e do transporte de oxigénio em FES.

42



Capitulo 2 Revisao Bilbiografica

Considerando a teoria do filme (figura 2.20 e 2.21), e observando a figura
que mostra a transferéncia de oxigénio no sélido poroso intumescido (figura 2.19),
podemos mostrar, ou pelo menos supor, a existéncia de 3 zonas interfaciais que
descrevem o sistema em questao.

1- gas/liquido em filme externo;

2- liquido/liquido na zona de estagnacao.

Continuamente, a assertiva desta hipdtese assumida é que essas duas
regides 1-2 e 2-3 fazem parte do mesmo conteudo de liquido disponivel a
transferéncia de oxigénio.
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Figura 2.21. Representagéo geral da teoria do Filme e do Transporte de Oxigénio no sistema

mostrado na figura 2.19 .
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Onde C°»2 é a concentragdo da solubilidade de oxigénio no meio liquido;
C, é a concentracdo de oxigénio no filme externo e C3 é a concentracdo de
oxigénio no interior do sélido intumescido. H& portanto que se destacar a difuséo
do oxigénio inicialmente no filme liquido externo e a difusdo no liquido estagnado
no interior do sélido.

Assim, A taxa global de transferéncia de O» nesse caso ficara sendo
resultado de uma funcao direta do coeficiente global de transferéncia de oxigénio
e da diferenca entre as concentragdes C°,2 e Cs.

N = K.a (C®%02 - Ca) (Equacao 2.3)

2.7. Separacao e Purificacao de AH

Os processos de purificacdo de AH envolvem precipitacdo com alcoois,
assim como era praticado nos procedimentos originais de preparo do &cido
hialurdnico. Assim, Laurent (2002) descreve o procedimento que incluia a
precipitacdo com &lcoois ou acetona em uma etapa posterior a de remogao de

proteinas por desnaturacao ou digestao proteolitica.

John Scott propdés uma importante melhoria quando desenvolveu a
precipitagdo fracionada com uso de detergente catidnico. Brown et al. (1998)
fazem mencao a adicao de detergente nao i6nico SLS (Lauril sulfato de sédio) que
agiria na liberacdo do AH das células. Ha também a descricdo de uso de um
segundo detergente ( Brometo de hexadeciltrimetilaménio) ndo ibnico que age na

precipitacdo do AH e o SLS.

Ha também reportes na literatura da utilizacdo de acetato e etanol em
sobrenadantes das culturas para o isolamento de AH.

Nimrod et al. (1988) descreve o procedimento de separacdo e pre-
purificagdo de AH a partir de sobrenadante de meio de cultura com a adicao de

etanol na relacdo volumétrica de 1,5 volumes de etanol para 1 volume de
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sobrenadante. Ap6s a precipitagdo e centrifugacdo, Nimrod propbs a
resolubilizacao do precipitado com NaCl (0,15 M).

2.8. Caracterizacao do AH

2.8.1. Caracterizagao da Concentracao e da Massa Molar do AH

A determinacao da concentragdao do AH pode ser feita com uso de métodos
cromatograficos. Métodos como cromatografia por exclusdo séao reportados por
Hasebe e colaboradores (1999), no entanto, também é comum a utilizacao de
meétodos colorimétricos nessa determinacdo, nesse caso o método do Carbazol é

reportado por Vynios e colaboradores (2003) para esse fim.

A caracterizagdo do tamanho da molécula de AH pode ser acompanhada
por cromatografia por filtragdo ou permeacao em gel (GPC e GFC).

A cromatografia por exclusdo em gel € um método de separacao
cromatografico baseado no volume hidrodindmico das substancias. Seu principio
basico é a particdo que as moléculas sofrem, em virtude das diferencas do
tamanho das espécies, entre o eluente e o recheio, durante o escoamento por um

leito empacotado. (Kostanski et al., 2004)

A fase estacionaria, neste método, é constituida de material inerte e
apresenta uma distribuicao de poros, desse modo, em uma mistura composta por
moléculas de variados tamanhos, aquelas que as dimensdes sao maiores que as
dos poros, sao excluidas da fase estacionaria, sendo eluidas em menor tempo, ao
contrério daquelas que tém menores dimensdes em relacdo as dos poros.
(Trathnigg, 1995)
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A cromatografia de exclusdao em gel tem uma grande vantagem em relagao
as demais formas de cromatografia que € a de também poder ser usado como
método de fracionamento, além de ser um recurso para obtencéo de informacgdes
sobre a massa molar e sua distribuicdo em uma fragéo polimérica (Churms, 1996;
Yao & Lenhoff, 2004 ; Sousa, 2007 ).

O método mais usado para caracterizagdo da massa molar de fracdes
poliméricas é a eletroforese em gel de poliacrilamida, entretanto, numa faixa de
massa molar que esteja abaixo de 1000 Da esta técnica é operada na proximidade
do limite de resolucao, conforme afirma Irvine (1997) e ressalta Sousa (2007).

How & Long (1969) e Caygill (1971) estudaram a distribuicdo da massa
molar do AH em sistemas cromatograficos em colunas de permeacao em gel
(GPC) usando géis de agar. Posterior a publicacdo dos trabalhos de How & Long
e Caygill, vemos o pioneiro trabalho de Anadere e colaboradores (1979) na
avaliacao da distribuicdo da massa molar de AH proveniente do fluido sinovial por

meio de métodos de caracterizagao viscométrica.

Sousa (2007) observou o fracionamento de AH em colunas de GPC aquoso

proveniente de processos fermentativos.

Através de métodos viscométricos, seguindo a equacao de Mark-Houvink
(Equacao 4.1) pode-se estimar valores para a massa molar.

n=k(M,)" (Equagéao 2.4)

Onde m é a viscosidade intrinseca, k e a sdo constantes e M, é a massa

molar do polimero.
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2.8.2. Propriedades Reoldgicas
2.8.2.1. Viscosidade

Viscosidade de cisalhamento é a propriedade fisica dos liquidos que os
permite resistir ao escoamento. Por ser uma propriedade especifica do material,

nao depende da geometria.

A viscosidade esta relacionada com 5 parametros independentes, séo eles
a natureza fisico-quimica da substancia, a temperatura, a pressado, a taxa de

cisalhamento e o tempo de existéncia da amostra.

A lei basica que rege o comportamento de um liquido ideal foi descrita por

Newton (equacéo 2.5).

(Ac)/A(dV/dy)

{ 1
(dV,/dy) (dV,/dy) (dV/dy) (dVrdy)

Figura 2. 22 — Representacdo do comportamento Newtoniano de um Fluido.

o=uU— (Equacao 2.5)
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Onde p é a viscosidade cinematica V é a velocidade de escoamento do

fluido e y € o seu deslocamento.

Assim, conforme observamos na Figura 2.22, a linha reta partindo da
origem pode descrever o comportamento Newtoniano de um fluido (ideal).

Diagramas para o comportamento reolégico de fluidos n&o-Newtonianos

sdo mostrados na Figura 2.23.

®

(©
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(a)

(b) oy

Y 4

Figura 2.23 — Comportamento de Fluidos nao Newtonianos

(a) Fluido Newtoniano;

(b) Fluido Pseudopastico;

(c) Fluido Dilatante;

(d) Fluido de Bingham;

(e) Fluido viscoplastico nao linear;

(f) Fluido viscoplastico nao linear.
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Modelos como o de Ostwald-Waele (power law), que relaciona a tensao de
cisalhamento com a taxa de cisalhamento a partir de dois parametros podem ser

usados para modelar o comportamento desse grupo de fluidos.

o= k(d—vj (Equacio 2.6)

Assim, o parametro n (indice de escoamento) indica o quanto a solugcéao

desvia do comportamento ideal (Newtoniano).

A Equacéao 2.6 também é conhecida como modelo de Herschel-Bulkley.

Portanto, para n> 1 teremos a caracteristica de um fluido dilatante, para
n=1 teremos um fluido newtoniano e para n< 1 teremos comportamento de fluidos

pseudoplasticos.

Para modelagem do comportamento de fluidos viscoplasticos, podemos

usar as seguintes equagoes:

o Para fluidos plasticos ou de Bingham, (d):
c=0,+1,(7) (Equacéo 2.7)
o Para Fluidos viscoplasticos nao lineares, (e) e (f):

o=0,+k(p) (Equacéo 2.8)
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Considerando os modelos apresentados nas equacgdes anteriores para o
comportamento reol6gico, podemos obter modelos para o comportamento da

viscosidade com a taxa de cisalhamento.

Assim, consideremos um grupo de fluidos de comportamento newtoniano:

n="2 (Equagéo 2.9)
(%)
Para o modelo de Ostwald-Waele:
o _k(y)
n=—= -
v o (7)
n=k(y)" (Equacéo 2.10)

2.8.2.2. Viscoelasticidade Linear

Os liquidos viscosos nao possuem forma geométrica definida e escoam
irreversivelmente quando submetidos a forgas externas. Por outro lado, os sélidos
elasticos apresentam forma geométrica bem definida e se deformados pela agéao
de forcas externas, assumem outra forma geométrica de equilibrio. Muitos
materiais, principalmente o0s de natureza polimérica, apresentam um
comportamento mecanico intermediario entre estes dois extremos, evidenciando
tanto caracteristicas viscosas como elasticas e por este motivo, sdo conhecidos

como viscoelasticos.
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2.8.2.2.1. Modelos Mecanicos

A descricdo do comportamento de materiais viscoelasticos € bem mais
complexa que a de sélidos perfeitamente elésticos e fluidos com comportamento
newtoniano. Em um sélido elastico, a tensado é determinada pela deformacao do
material em um dado sistema de coordenadas. Assim, em cada ponto do sélido, a
tensdo no tempo atual é uma grandeza que s6 depende do valor atual da
deformagéo.

Assim, analogias a sistemas mecanicos (figura 2.24) podem auxiliar a
construcdo de modelos para o comportamento viscoeldstico de materiais. As
analogias feitas com sistemas mecanicos envolvem dois elementos fundamentais,
o elemento hookeano, representado por uma mola, que representa o
comportamento puramente elastico do corpo, e o elemento newtoniano, que

representa 0 comportamento puramente viscoso de um fluido.

() (b)

Figura 2.24 — Representacdo dos elementos mecanicos. (a) Elemento Hookeano, (b) Elemento
Newtoniano.
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Para o elemento hookeano, que se trata de uma mola e observando o
comportamento elastico linear e ideal de um corpo teremos, segundo o postulado
de Hooke, uma resposta instantanea e linear a aplicagdo de uma tensao. O que
podemos observar pela equagéao de Hooke .

o, =G, -7, (Equacgao 2.11)

Onde G € o mddulo elastico e representa uma propriedade do material.

Considerando, entdo, o comportamento puramente elastico dos materiais,
conforme a lei de Hooke, toda energia que se investe no sistema é armazenada e

devolvida.

Para o elemento newtoniano, que é representado por um amortecedor
viscoso, observamos que a tensdo na deformacao por esfor¢os de cisalhamento
de um liquido, segundo o postulado de Newton, é diretamente proporcional a taxa

de deformacéo imposta a ele.

04 =14 A1y (Equacéao 2.12)

Onde y4 € o coeficiente de viscosidade.

Assim, em um fluido classico, a tensdo em um tempo t é determinada pelos
gradientes dos campos de velocidade e densidade calculados nesse mesmo
tempo (t) e, ao contrario dos corpos elasticos (modelo da mola de Hooke), a
energia empregada na deformagéo de um corpo viscoso é dissipada.Materiais
com natureza viscoelastica se comportam, por sua vez, de maneira diferente, de

tal modo que podem estar situados entre os sélidos e os fluidos cléssicos.
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Considerando essas afirmacdes, as tensbes em tais materiais ndo sao
determinadas apenas pelo estado atual de deformacdo e movimento mas,

também, pelas deformag¢des e movimentos passados.

O fato dos materiais viscoelasticos apresentarem caracteristicas de
memdria faz com que as equacdes viscoelasticas apresentem um aspecto
diferente das equacdes da elasticidade.

A associacao entre 0 modelo hookeano para corpos puramente elasticos e
o modelo newtoniano para fluidos puramente viscosos sao feitas na abordagem

desses sistemas viscoelasticos.

Modelos que fazem uso de associagdo em série e paralelo dos elementos
mecanicos mencionados anteriormente podem simplificar a modelagem desses

sistemas.

Modelos como o de Maxwell, que propde a associacdo entre o elemento
hookeano e o elemento newtoniano em série e o modelo de Kelvin (ou Voigt), que
propde a associacdo em paralelo para os elementos basicos podem se prestar a
essa finalidade.

(o}
-~
. _-} \J/ O \L Gd
- -:-h . _\_'* i, o +
¢ <_ b =
-r"} -
G =
< —|
r"}
n Va
(a) (b)

Figura 2.25 — Representagdo dos elementos mecanicos - analogia a sistemas viscoelasticos.
(a) Elemento de Mawell, (b) Elemento de Kelvin (ou Voigt).

53



Capitulo 2 Revisao Bilbiografica

Para o modelo de Maxwell (associacao em série) teremos:

Fazendo a diferenciagao:

Yo Va_ 7

e considerando a Equacéao 2.10 teremos
dt dt dt

1 do, o, dy =
L 8% Yd _ 27 Equacao 2.13
Gy, dt n; dt (Fqua )

Sabendo que o, =0, =0, reescrevemos a Equagao 2.12:

ldo o _dy

G, dt n; dt

Multiplicando a equagéo reescrita por ng teremos:
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n,; do dy ~
4 t+o=n,—" Equacao 2.14
G, dr M4 o (Equag )
Onde:

Na _,

GS

do .

_:O'

dt

dy .

dt =7

Desse modo, a Equacgao 2.13 podera ser escrita da seguinte forma:

T-6+0=ny (Equacao 2.14)

A Equacéao 2.14 representa 0 modelo de Maxwell.

Assim, para ¢ =0, o modelo fica resumido a Equacédo 2.15, que é o

modelo de um fluido newtoniano.

o=ny (Equacao 2.16)

Fazendo a mesma analogia para o modelo de Kelvin (Voigt) teremos:
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o,+0,=0
7/s = yd =Y
Considerando as equacoes:
o, =G, ¥, (Equacao 2.17)
o, =1, -ddltd (Equacio 2.18)
o,+0,=0
dya
G +1,; —
s Vs t1g dt
e com base em:
75 = Yd =7

Podemos obter a Equagéao 2.15:

c=G, y+n, (Equacéo 2.19)

Que reescrita € o modelo de Kelvin (Voigt):

c=G-y+n-y (Equacéo 2.20)
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Assim, quando 7 =0, teremos 0 modelo resumido a equagéo 2.17, que é o

modelo para um sélido hookeano.

c=G-y (Equacéo 2.21)

2.9. Aplicacoes do AH

A elevada capacidade de retengdo de agua e o comportamento
viscoelastico da um perfil peculiar ao AH, o tornando apropriado para varias

aplicagbes médicas e farmacéuticas.

A retencdo de agua, por exemplo, € uma propriedade explorada pela
industria de cosméticos na elaboragdo de produtos de rejuvenescimento. Assim,
os efeitos da idade sobre a pele, em parte causados pela degradacdo desse
polimero, podem ser amenizados com uso dessas terapias a base de AH (Asari &
Miyauchi, 2000).

As aplicagcbes médicas mais significativas do AH sdo nas areas de
oftalmologia, ortopedia e cicatrizagdo de feridas. No entanto, nos ultimos anos,

vém se estudando o seu uso na liberacao controlada de farmacos.

Durante muitos anos, usou-se em cirurgias oftamicas solugdes de AH em

alto grau de pureza como meio suporte.

O primeiro produto & base de AH a entrar no mercado foi o Healon® da
Parmacia [hoje Pfizer, N.Y.], em 1979. O uso do Healon® era voltado para

cirurgias oftalmicas como cirurgia de catarata, implantes de cérneas e cirurgia de
glaucoma (Chong et al., 2004).
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Asari (2004) classifica o AH de acordo com trés grandes grupos de
aplicacbes médicas, aplicagdes que exploram as suas caracteristicas fisico-
quimicas, nas aplicagbes que se baseiam nas fungdes bioldgicas da célula e as
aplicacoes que exploram ambas as caracteristicas.

Existem diversos reportes sobre as aplicagdes médicas do AH, no entanto,
somente um pequeno numero destas tém sido postas em pratica (Asari, 2004).

Assari apresenta as aplicacées do AH com base em suas propriedades
viscoelasticas como: cirurgia de catarata e ressecgdo endoscédpica da mucosa,
aquelas relacionadas com as fungdes bioldgicas celulares como as aplicagdes de
oligossacarideos de AH em tumores e as aplicagbes que envolvem as duas
caracteristicas como tratamento da osteoartrite, engenharia de tecidos,

cicatrizagao de feridas e usos em condutas pds-operatérias para evitar adesao.

Propriedades Fisico-Quimicas FuncoesiBiologicas da Celulal

OA

Engenharia de Tecidos

Cirurgia de Catarata AH oligossacarideos

Cicatrizagao de Feridas

AH Conjulgados
(Drogas, DNA)

EMR Adesbes Pos-Operatérias

Figura 2. 26 — Trés tipos de aplicacdes médicas do AH (adaptado de Asari, 2004)
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2.9.1. Cirurgia de Catarata

Catarata é uma doencga que conduz a perda da transparéncia do cristalino
no olho (opacidade). Nesta cirurgia, o potencial para ferimento de tecidos
intraoculares frageis, em especial aqueles da camada endotelial da cornea, é
grande. Assim, o uso de AH nesses procedimentos cirlrgicos como substancia
viscoelastica, protegeriam a camada endotelial evitando assim que se formem

areas feridas e um futuro edema .

Na cirurgia de catarata, portanto, os materiais viscoelasticos sao
empregados para manter o espago operativo e proteger a camada endotelial da
cérnea ou outros tecidos dos danos fisicos (Asari, 2004).

Pharmacia & Upjohn Ltd. Desenvolveram um produto comercial de
hialuronato de sédio, o primeiro a chegar ao mercado no mundo, Healon® para
usos em procedimentos cirtrgicos oftalmicos. O desenvolvimento de Healon®
permitiu permitiu a execucdo segura da dificil cirurgia de catarata, reduzindo

lesdes e ferimentos a camada endotelial da cérnea.

Tabela 2.3. - Exemplos de AH comercial Usados em olftalmologia

Nome Comercial Massa Molar (Da) Fabricante
Opegan® 600.000-1.200.000 Seikagaku (Japao)
OpeganHi® 1.900.000-3.900.000 Seikagaku (Japao)
Healon® 1.900.000-3.900.000 Pharmacia-Upjohn (Suécia)
Opelead® 1.530.000-2.130.000 Shiseido (Japao)

(adaptado de Asari & Miyauchi, 2000)
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2.9.2. Resseccao Endoscépica da Mucosa (EMR)

A EMR é um método usual para excisdo de nao polipoides e lesdes na
membrana mucosa, sendo também um método efetivo e minimamente invasivo de
tratamento. (Asari, 2004)

Yamamoto et al. (2001) reportam o0 uso de injecées submucosa de AH em
EMR na tentativa de reduzir o risco de perfuracdo e realizar uma completa

resseccao.

2.9.3. Efeitos de Oligossacarideos de AH em Tumores

Varios estudos tem demonstrado que AH exerce uma importante fungao em
tumores malignos. Toole et al. (1996) mostou que perturbacdes nas interacoes
entre o AH enddgeno e células tumorais podem inibir o crescimento de tumores in
vivo. Além disso, reportam também que perturbagcdes nessas interacoes
promovidas por oligossacarideos de AH (aproximadamente 2, 5 kDa) também

inibem o crescimento desses tumores in vivo.

2.9.4. Tratamento da Osteoartrose (OA)

A osteoartrose (OA) é uma moléstia crénica, que apresenta como produto
final a degradacdo tissular cartilaginosa, levando a freqlente incapacidade
articular, com perda da qualidade de vida, em pessoas em idade produtiva. Para
seu tratamento ha muitas dificuldades e ndo ha agente curativo conhecido. Dessa
forma, representa um desafio encontrar a melhor maneira de prevenir e/ou tratar

esta que é a mais comum das doencas reumaticas. (Fernandez et al., 1997)
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Sob a forma de hialuronato sddico, o acido hialurénico tem efeito benéfico
na terapia de osteoartrose. Acredita-se que cubra e lubrifique as superficies
articulares, de modo a prevenir a perda de proteoglicanos a partir da matriz
cartilaginosa e aumenta a producéao, pelas células sinoviais, de acido hialurénico
ou hialuronato.

A aplicacdo do termo viscossuplementagdo tem sido, geralmente, usado
para descrever o efeito do acido hialurénico, de alto peso molecular, injetado na
articulacdo com osteoartrose.

Figura 2. 27 - Injecdo de AH no
tratamento de OA do joelho

Fernandez et al., (1997) mencionam que, quando comparado as
articulagcbes normais, as articulagdes artrésicas contém concentragdes menores
de &cido hialurénico (0,8 a 2mg/ml versus 2,5 a 3,5mg/ml) e de menor peso
molecular (0,5 a 4 megadaltons versus 4 a 5 megadaltons).

Preparagcbes diversas de AH em alto peso molecular foram testadas e
avaliadas no Japao, ltalia e Alemanha. Asari & Miyauchi (2000) mencionam que
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em 1998, aproximadamente 2 milhdes de pacientes receberam hialuronato de

sodio no tratamento dessa doenca.

Tabela 2.4. - Exemplos de AH comercial Usados no tratamento de OA

Nome Comercial Massa Molar (Da) Fabricante
Artz® 600.000-1.200.000 Seikagaku (Japan)
Hyalgan® 500.000-730.000 Fidia (ltaly)
Synvisc® AH (cross-linked) Biomatrix (USA)

(adaptado de Asari & Miyauchi, 2000)

2.9.5. Engenharia de Tecidos

AH é abundante na matriz extracelular de tecidos jovens. O AH proporciona
um ambiente semelhante ao fetal para cultura de células, estimulando assim a
regeneragdo. Mais ainda, o AH estd implicado na morfogénese, exercendo
importante fungcdo na organizagao dos tecidos. Essa caracteristica fazem do AH
aplicavel a engenharia de tecidos e cicatrizacdo de ferimentos, que estao

estreitamente relacionadas. (Asari, 2004)

2.8.6. Tratamento de Feridas e Queimaduras

A cicatrizacdo das feridas € uma resposta complexa e organizada do
organismo a lesao dos tecidos com perda da sua integridade. Nas feridas abertas,
que cicatrizardo por segunda inten¢cdo, como as queimaduras, varios fatores
entram em acédo, contribuindo invariavelmente para prolongar a cura das lesdes,
resultando, quase sempre em inflamacédo, edema e cicatrizes hipertréficas e
antiestéticas. Assim, varias condutas terapéuticas tém sido empregadas com o
objetivo de consseguir um resultado aceitavel no tratamento das queimaduras.
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Condutas terapéuticas que envolvem a aplicagdo de AH sado apoiadas na idéia de
que cicatrizes fetais evoluem mais rapidamente, sem contragdo, sem deixar
marcas e apresentando um padrdo de colageno mais organizado do que o
encontrado no adulto, o que se deve as altas concentracdes de acido hialurbnico
na matriz extracelular do tecido em cicatrizagdo. (Medeiros et al., 1999). Assim, a
hipétese de que a concentracdo de AH venha a auxiliar na cicatrizagao de lesoes

tem sindo alvo de diversos estudos no mundo inteiro.

Estudos de Medeiros (1999) e colaboradores, com AH para tratamento de
queimaduras em dorso de ratos, mostram que a aplicagdo do AH tépico contribui
para acelerar o tempo de cicatrizagao, além de apresentar uma melhor evolugao
histolégica e melhor resultado estético no grupo tratado com esse

glicosaminoglicano.

Na busca por levar ao mercado produtos que se prestem ao tratamento de
ferimentos e queimaduras a Fidia Advanced Biopolymers desenvolveu materiais
biocompativeis a base de AH dispostos a essas condutas terapéuticas na
regeneracdo e epitelizacdo de lesbes como queimaduras e feridas. Por
modificagdo quimica o acido hialurénico, que na natureza é presente como um gel,
pode transformar-se em um biomaterial processavel, podendo ser transformado
em fibras, membranas, microesferas e matrizes tridimensionais aplicaveis a tal
finalidade.

2.9.7. Adesdes Pds-Operatérias

Adesbes poés-operatérias representam uma significante complicagdo em
cirurgias abdominais. Hialuronato de sédio e membranas de carboximetilcelulose,
bem como hidrogéis de AH (cross-linked) tém sido usdos para reduzir adesdes
pbs-operatérias. Na maior parte desses estudos, esses derivados do AH foram
usados como uma barreira fisica. (Asari, 2004)
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Teoricamente, significa que é possivel reduzir a formagao de adesdes pelos

seguintes etapas:

o Reduzindo a reagao de inflamacao inicial e subssequente secrec¢éo;

Inibicdo da coagulacao desta secrecéo;

(0]

o Promovendo a remoc¢ao de fibrina depositada;

(0]

Inibindo a proliferacao de fibroblastos.

Conforme Asari (2004), citando Weigel et al. (1989), o mecanismo sugerido
para os efeitos dos derivados do AH podem ser devidos a ligagéo entre AH e
fibrina e fibrogénio, pevinindo a agao da fibrina como uma cola na formagéao de
adeséo.

2.9.8. Medicina Estética

E cada vez mais comum o uso de substancias que amenizem os efeitos
causados pelo tempo na pele. Assim, formulagbes cosméticas que promovam o
restabelecimento das caracteristicas de uma pele jovem tém sido propostas por

inUmeras industrias.

Brown et al.(1994) descreveram que a formulagcdo de cosméticos contém

fracdes de hialuronato de sddio, geralmente, procedentes de crista de galo.

Balazs (2004) mencionou a utilizagcdo do AH para preenchimento facial

como tratamento efetivo anti-rugas.
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CAPITULO

Material e Métodos

Este capitulo apresenta o material e a metodologia usados nos
experimentos, o procedimento analitico usado na caracterizagdo da
fermentagcdo e do produto obtido. Como metodologia usada na
fermentagdo, este capitulo traz a descricdo detalhada de todas as
etapas do processo, desde a manutengdo da cultura até a separagdo
do AH produzido. Como metodologia analitica, este capitulo traz todas
as rotinas de andlises e seus métodos de calibragdo e validagcdo
empregadas para caracterizar o conteudo de substrato, de biomassa
bacteriana e AH na fermentacéo.

3.1. Producao de Acido Hialurénico

3.1.1. Microrganismo

Foi utilizada, nesse trabalho, a cepa de Streptococcus equi subsp.
zooepidemicus ATCC 39920, pertencente ao grupo C de Lancefeld (ATCC 39920),
selecionada previamente por Ogrodowski (2002) e testada por Oliveira (2004) na
producdo de AH em substrato de suco de caju. A cepa nativa foi obtida da
American Type Culture Collection (ATCC) na forma de cultura liofilizada e
depositada na Colecdo Brasileira de Microrganismos de Ambiente e Industria
(CBMAL).
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3.1.2. Manutencao da Cultura

O conteudo das ampolas, obtidas da American Type Culture Collection, foi
hidratado em agua estéril, seguido de plaqueamento em meio TSA (Trypticase
Soy Agar) e incubacao por 24 horas a 37°C. Para preparagdao do estoque de
culturas ultracongeladas, as colénias foram transferidas para tubos contendo
solugcdo de glicerol 10% e a suspensdao de células obtida foi distribuida em
criotubos, cada um contendo 1 mL da suspensdo. Os criotubos foram
armazenados a -20°C por 20 minutos e, em seguida, transferidos para ultrafreezer
a -80°C onde foram preservados. Os criotubos obtidos neste procedimento foram
denominados primeira geragao da cultura.

Um segundo estoque de criotubos foi preparado a partir da primeira geracao
da cultura. Para tanto, um criotubo da primeira geragcdo foi descongelado e a
suspensao de células estriada em placas de agar BHI (Brain Heart Infusion)
contendo 5% (v/v) sangue de carneiro desfibrinado. As placas foram incubadas
por 24h a 37°C e os procedimentos subseqlentes para preparagao dos criotubos
foram os mesmos descritos anteriormente para a primeira geragdo. O segundo
estoque de criotubos foi denominado segunda geracao da cultura.

Neste trabalho foram empregadas culturas propagadas a partir da segunda
geracao. O conteudo do criotubo foi descongelado e estriado em placas de agar
BHI, as quais foram incubadas por 24 horas a 37°C. Todas as etapas descritas
acima foram realizadas pela Colecao Brasileira de Microrganismos de Ambiente e
Industria (CBMALI) sendo, portanto, a cultura fornecida em placa de agar BHI.

Para manutencdo da cultura enviada pela CBMAI, as placas foram
armazenadas a 4°C e repiques em placas de agar BHI realizados a cada 45 dias.
Com o intuito de garantir a viabilidade da cultura, definiu-se um namero maximo
de trés repiques a partir da placa enviada pela colecédo, assim como a realizacao

de apenas trés repiques de cada criotubo da segunda geragéo.
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3.1.3. Obtencao do Substrato da Fermentacao Submersa

3.1.8.1. Caju (Anacardium occidentale L.)

O caju utilizado neste trabalho foi adquirido em feira livre no municipio de
Campinas, no estado de Sao Paulo no periodo de safra dos anos de 2005-2006.

Os cajus foram adquiridos sempre do mesmo fornecedor e todos os lotes
(embalagens com 350q) utilizados foram da marca comercial CAJU GAIA (/taueira
Agropecuaria S/A), oriundos da fazenda Cérrego Grande, Russas, Ceara.

O teor médio dos principais componentes fisico-quimicos do caju sao
apresentados na tabela 3.1, conforme apresenta Soares (1986) com base nos
trabalhos de Fé et al. (1972), Maia & Soares (1970) e Soares & Maia (1970).

Tabela 3.1. teor médio dos principais componentes fisico-quimicos do suco de

caju
Componentes Valores Médios
Acucares Redutores 8,0 %
Vitamina C 261 mg/100mL
Acidez total (em acido citrico) 0,35 %
Sélidos Soluveis (°Brix) 10,7
Tanino 0,35%
Célcio 17,70 mg/100g
Fosforo (P20s) 32,55 mg/100g
Umidade 86,3 %
pH 3,9

Soares (1986)
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3.1.3.2. Extracao do Suco de Caju

A extragcao do suco de caju foi feita com auxilio de uma prensa mecanica
por prensagem do pedunclo do caju devidamente lavado. O sistema de
prensagem foi adaptado com uma prensa mecanica conforme mostra a Figura 3.1.

e um vaso de prensagem com orificio para recolhimento do suco por gravidade.

Figura 3.1. Sistema de prensagem usado para extragdo do suco de Caju.

3.1.8.3. Filtracao do Suco

Apoés a extracao do suco, procedeu-se uma filtracdo com o intuito de reduzir
a carga solida presente no liquido. A filtracdo foi conduzida em um sistema com
um funil de Bdchner (com filtro de papel) acoplado a um frasco Kitassato em um

sistema de filtracdo com vacuo.
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3.1.3.4. Clarificagdo do Suco de Caju

A Clarificacao do suco de caju foi feita com base na metodologia proposta
por Cianci et al. (2005) para processos com membranas, com algumas
adaptagdes as condigdes disponiveis.

O suco, apés prensagem e separacao do conteudo sélido em uma filtracao
prévia, foi levado ao sistema de microfiltragdo em membranas tubulares em
ceramica com tamanho de poro de 0,2 um em processo conduzido a temperatura
de 30°C e presséo de 220 kPa. O suco Clarificado permeado na microfiltragéo foi

usado como substrato da fermentacao submersa.

Figura 3.2. Sistema de Microfiltragdo Usado para Clarificar o suco de Caju.

3.1.3.4.1. Célculo do Fluxo Permeado

O fluxo permeado foi calculado de acordo com a equacéo 3.1., obtendo-se,
para o ensaio uma curva de fluxo permeado ao longo do tempo de

processamento.
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J=—2" (Equacgéao 3.1.)

Onde my € a massa de permeado, t € o tempo e A, é a area total de

permeagao.
Duas maneiras foram usadas para calcular o fluxo permeado:

o Fluxo Pontual (Jp), calculado pela massa de permeado recolhida no

intervalo entre duas leituras;

o Fluxo Acumulado (J,), calculado pela massa total de permeado

recolhida sobre o tempo total.

3.1.3.4.2. Calculo das Resisténcias

A resisténcia da membrana (Ry,) foi calculada usando a equagéao 3.2.,

passando agua filtrada pela membrana limpa.

J,=—-" (Equacao 3.2.)

Onde Jy, € o fluxo de agua permeado, P; é a pressao transmembrana e p, é

a viscosidade da agua.

A resisténcia devido ao Fouling (Rs) foi determinada pela equacgéao 3.3.
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R, =———-R (Equacao 3.3.)

Onde J,/ é o fluxo de agua permeada pela membrana apos a limpeza com

agua, P é a pressao transmembrana e u, € a viscosidade da agua.

3.1.8.5. Meio de Propagacao e Fermentacao

Para preparacao do inéculo foi realizado um novo repique da cultura em
placa de agar BHI, utilizando-se as mesmas condi¢des de incubagao descritas. As
colénias obtidas foram transferidas para o meio empregado na fermentagcdo em

frascos Erlenmeyer. Apds 12 horas de incubagao a 37°C e agitagao de 150 rpm.

O meio de propagacao e de fermentacao descrito e estudado, inicialmente,
no trabalho de Oliveira (2004) foi usado neste trabalho. Como ponto de partida
dos ensaios feitos preliminarmente foi usada também a mesma metodologia de
preparo e ao longo dos experimentos foi proposta uma nova metodologia de
preparo para 0s meios.

Oliveira (2004) observa resultados satisfatérios com o meio para
propagacao e fermentacao de suco de caju suplementado com extrato de levedura
(fonte de nitrogénio) e sais. A composicao original, proposta por Oliveira (2004),
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que tem como base a composicdo proposta por Swann et al. (1990), é
apresentada na tabela 3.2.

Tabela 3.2. Suplementacdo do Suco de Caju usado como substrato na fermentagéao
(adaptada de Swann et al., 1990)

Componente Concentracao
Extrato de levedura 60 g.L"
K>SO, 1,3¢.L"
MgSO,. 7H,0 1g.L"
Na,SO;,.12H,0 0,2g.L"
CaCl,.2H,0 5mg.L”
FeS0,.7H,0 5mg.L”
MnS0,.4H,0 img.L”
ZnS0, 7H,0 1*
CuS04.5H,0 0,1*

Apoés ser preparado, o meio foi esterilizado e posteriormente usado para a
inoculacao.

A esterilizacdo do meio, inicialmente proposta por Oliveira (2004) foi feita
através de calor umido, por autoclavagem dos frascos contendo os meios de
propagacao e fermentacao ja preparados. Porém, uma modificagao foi feita neste
trabalho, nesta etapa a esterilizacao foi feita por filtracdo em ambiente estéril. Para
tal operacdo, o aparato de filiracdo foi montado na capela de fluxo laminar,
previamente limpa com solugao de alcool (70% v/v). O aparato ficou exposto a
radiacdo ultravioleta por 50 minutos para garantir a esterilidade de todo o aparato.
Dentro da capela, com a luz U.V. (germicida) ligada, conduziu-se a filtracao do
meio de propagacao e fermentagcao previamente preparados. Na filtragcdo utilizou-

se uma membrana de acetato de celulose 0,2 um.
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3.1.4. Padronizacao do In6culo da Fermentacao

O objetivo desse ensaio foi padronizar a metodologia de preparo do inéculo
usado na fermentacao, determinando o tempo de propagacdo em meio de suco de

caju suplementado com extrato de levedura.

Esse ensaio foi feito em duas etapas distintas. Na primeira etapa
investigou-se a forma de repique e pré-cultivo da cepa de Streptococcus equi
subsp. zooepidemicus ATCC 39920. Partindo de tratamentos distintos para pré-
cultivo em placas, meio de propagacao e fermentagdo, obteve-se resultados
usados para determinar o melhor meio de pré-cultivo e de propagacao. Manteve-
se 0 meio de fermentacdo como sendo o mesmo apresentado no item 3.1.3.5. Os
tratamentos usados nesse ensaio sdo descritos na tabela 3.3.

Tabela 3.3. Tratamentos usados no experimento de adequacdo do pré-cultivo e

propagacao da cepa Streptococcus equi subsp. zooepidemicus ATCC 39920.

Tratamento Pré-Cultivo Inéculo Meio de Fermentacao
1 TSA SUCO SUCO
2 BHI Suco SUCO
3 BHI BHI SUCO

Foram feitos 3 tratamentos para o pré-cultivo, cada tratamento recebeu um

cédigo numérico (1,2 e 3). A tabela 3.3 apresenta a descricdo de cada tratamento.
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Assim, no tratamento 1, o pré-cultivo foi feito em TSA (Trypticase Soy Agar ), no
tratamento 2 e 3, o pré-cultivo foi feito em BHI (Brain Heart Infusion). O inéculo foi
preparado com suco de caju suplementado com extrato de leveduras e sais,
segundo esta descrito em 3.1.3.5., para os tratamentos 1 e 2. No Tratamento 3, o
indculo foi preparado em meio BHI (Brain Heart Infusion).

O meio BHI foi preparado, seguindo o modo de preparo recomendado pelo
fabricante, dissolvendo-se 37 g do p6 para 1 litro de agua destilada e esterilizando
em autoclave a 121°C por 15 minutos.

Para cada tratamento, nesse ensaio, fez-se duplicatas na fermentagéao e

triplicatas nas analises.

Na segunda etapa fez-se a investigacdo do tempo de adaptacao da cultura
no meio de propagagédo em estudo cinético para o crescimento celular. O objetivo

dessa etapa foi determinar o tempo de preparo do in6culo.

O estudo cinético na propagacao da cultura pré-cultivada, foi feito em 7
frascos de Erlenmeyer (100 mL), com 50 mL de meio de propagagado descrito no
item 3.1.3.5.

A propagacéo foi feita sob condi¢cdes de agitacao e temperatura controladas
(150 RPM e 37°C) em agitador reciproco.

Fez-se retiradas dos frascos ao longo do tempo, para que se pudesse

determinar o comportamento cinético.

As anadlises foram feitas em triplicata.

3.1.5. Ensaios de Fermentacao Submersa

3.1.5.1. Ensaios em Frascos de Erlenmeyer

O objetivo desses ensaios foi avaliar a producao de acido hialurénico em
auséncia de aeracgao forgada.
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Os frascos foram, inicialmente, esterilizados com dgua em autoclave por 20
minutos a 121°C . A agua foi descartada e o frasco foi preenchido com meio

estéril.

Para preparo do indéculo (propagacdo da cultura) padronizou-se a
transferéncia de 3 algadas da cultura original deixando-se crescer no meio de
propagacao em frasco de Erlenmeyer em agitador reciproco sob a temperatura de
37°C e uma agitagdo constante de 150 rpm. A determinagdo do tempo de
propagacao foi feita, preliminarmente, com uma cinética de crescimento e
padronizagéo da cultura e foi encontrada como 12 horas, quando as células estao
em fase de crescimento exponencial.

A fermentagédo é iniciada no tempo final de propagagao (crescimento do
in6dculo), que é adicionado ao meio na propor¢ao de 10 % em razdo volumétrica
entre o indculo e 0 meio de fermentacao estéril, conforme metodologia proposta
por Oliveira (2004).

O processo fermentativo foi conduzido durante 24 horas seguintes a

inoculagéo sob agitagédo (150 rpm) e temperatura controlada (37°C).

Ensaios cinéticos foram feitos usando varios frascos de Erlenmeyer e
procedendo-se retiradas ao longo do tempo de fermentacéo.

Para cada frasco, fez-se as analises necessarias a caracterizagao do
produto e da fermentacdo. Todas as andlises foram feitas seguindo o mesmo
critério analitico e com réplicas (tripicatas) para cada leitura e/ou determinacéo.

75



Capitulo 3 Material e Métodos

.
Pedinclo — s Extragdo Manual — > E Bagago Umido i
H '

Filtragdo — Sélidos
i
___________________ i

Suco [Menor teor de Sdlidos]
e e e e e e e e R L E T
Extrato de Levedura . ~
+ Clarificagao
Solugéo de Sais Extrato de Levedura

¥
Suco Solugdo de Sais

Clarificado
Preparo do Meio —l

Preparo do Meio

Meio +

Sélidos Suspensos Meio + Solidos Suspensos

Filtracao Filtracdo > Solidos

Meio

r v
E Contaminantes E <1 Esterilizacao Esterilizacdo | > i Contaminantes i
: | |

e e T
1 Meio Estéril 1 1 Meio Estéril |
1 I 1 1

]
i
i
|
i
|
i
1
i
1
i
i
|
i
|
i
i
i
1
i
1
i
i
|
i
|
i
1
i
1
i
i
|
i
|
i
1
i
i

Meio !
|
i
i
i
1
i
1
i
i
|
i
|
i
1
i
1
i
i
|
i
|
i
i
i
1
i
i
|
i
|
i
i
i
1
i
1
i
i
|
i
|

ROTA SEM CLARIFICAGAO | __________________ R ROTA COM CLARIFICAGAO |-

Figura 3.3. Fluxograma ilustrativo das rotas de preparo do meio de propagagcao e
fermentagcao com clarificacdo do suco e sem clarificagdo do suco.
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3.1.5.2. Ensaios em Reator BIOFLO III®

O objetivo destes ensaios foi avaliar a producao de AH em sistemas

providos de aeracao e agitacao.

O preparo do inéculo seguiu a padronizagao apresentada no item 3.1.5.1.
deste capitulo.

E, também, iniciada a fermentacdo apds o tempo de preparo do indculo,
transferindo-se o volume obtido para o biorreator (figura 3. 4) do tipo BIOFLOIIl ®
(New Bruswick Co., USA).

As condi¢bes impostas ao processo foram: aeragao constante de 2 volumes
de oxigénio para cada volume de meio, agitacdo constante de 250 rpm,

temperatura de 37 °C.

O sistema reacional é provido de uma unidade de aquisicdo de dados e um

sistema de monitoramento e controle.

Amostras foram coletadas ao longo do experimento para que fossem feitas

as quantificacoes.

Figura 3.4. Reator tipo BIOFLO Il
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O reator usado nesta etapa dos experimentos (BIOFLOIII) consiste em uma
cuba reacional de vidro (2), provida de um sistema de alimentagao de ar por meio
de um dispersor de bolhas simples, em forma de um tubo perfurado (3). Acoplado
a cuba ha um trocador de calor em forma de calota esférica na regido inferior do
vaso de vidro (6), que, por sua vez, é alimentado com agua através da entrada no
trocador. Internamente, ha um sistema de chicanas para reduzir os efeitos de
vértice e aumentar a turbuléncia promovida pela agitacao feita por uma haste
ligada ao rotor que transfere momentum a um par de impelidores do tipo turbina
de 6 pas. A coleta de amostras é feita por um coletor lateral. Todo o sistema foi
autoclavado, incluindo o conjunto de sensores (autoclavaveis).

3.1.5.3. Ensaios de Fermentacao Semi-Sélida
3.1.5.3.1. Preparo do Substrato/Suporte

Apo6s prensagem do caju para obtencdo do suco, separou-se o bagaco
umido. A fim de tratar previamente o bagaco que foi levado a fermentacao semi-
sOlida, fez-se uma branda deumidificacdo em vacuo. Esta operacgao foi realizada
com o objetivo de retirar a agua residual do bagaco, reduzindo o teor de umidade
no suporte solido.

Apoés a branda deumidificacdo fez-se uma maceracao seguida de pesagem
do bagacgo. Levou-se, entdo, a esterilizagdo feita sob exposicao de luz ultravioleta

em capela de fluxo laminar.

3.1.5.3.2. Preparo do In6culo

O inéculo foi preparado seguindo a metodologia descrita anteriormente para
0 preparo do inéculo nos ensaios de fermentacdo submersa.

3.1.5.3.3. Inoculagao

A inoculacéo foi feita adicionando-se o indculo e meio nutriente, composto

por suco de caju suplementado com extrato de leveduras e sais, conforme
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descricao feita no item 3.1.3. 4 (tabela 3.1) deste capitulo. A proporcao da adigao
foi 0,5 mL da solucao de Inéculo e meio nutriente para cada 1 g de bagaco na
coluna.

A Homogeneizagdo do in6culo no suporte foi feita dentro de sacos de
polipropileno estéreis.

3.1.5.3.4. Empacotamento da Coluna

As colunas, previamente esterilizadas em autoclave, foram empacotadas
com 14 g de bagaco devidamente inoculado e homogeneizado, como descrito
anteriormente.

O leito fixo contendo a massa de bagaco foi empacotado com altura de 3
cm, conforme condicdes otimizadas por Bastos (2006) para transferéncia de

oxigénio.

Suco de Caju .
Ex"ap?fn‘;’a;\fj‘”“a' Filtragac > _Sucode CajuFirado _

Bagago Gimidc

Secagem Branda >! “Agua Residua |
Vacuo | 00 T hem————— 4

Bagago Brandamente Rota Sem Clarificagac
Deumidificadc
@ Clarificagac

Esterilizacac
uv

| Fermentagdo Submersa |

Bagago Brandamente
Deumidificado Estéri

Inoculagdc ~ f&—— Indeulo + Nutrientes |

Empacotamentc
do Reator

Fermentagdo Semi-Sélida

Figura 3.5. Fluxograma de operagdes na fermentacdo Submersa e Semi-sélida
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3.1.5.3.5. Sistema de Colunas de Leito Fixo e Condi¢gbes Operacionais

As fermentacdes em estado solido foram conduzidas em um sistema de
colunas de leito fixo (colunas de Raimbault). O sistema é composto por 6 colunas
de vidro cilindricas acopladas a um umidificador de ar na entrada da coluna. A
alimentagao de ar se da através de um compressor. A vazao de ar na entrada da
coluna foi ajustada para 0,4 L/min com uso de um rotametro.

Para avaliacdo da concentracdo de oxigénio na saida fez-se uso de um
oximetro YS/® Model 5300 devidamente calibrado e tomando-se medidas de
oxigénio na saida da coluna.

Para manutencao da temperatura, as colunas foram acondicionadas dentro
de uma estufa microbiolégica. Com um termopar dentro da coluna fez-se o
controle da temperatura dentro da coluna. A temperatura operacional foi a mesma
usada no cultivo submerso (37 °C).

Figura 3.6. Sistema de Coluna de Raimbault de leito fixo

80



Capitulo 3 Material e Métodos

3.1.5.3.6. Extracao dos Produtos obtidos na FSS

Os produtos foram extraidos do meio de fermentagédo através de lixiviagao
em meio soélido. Para esta operagdo, o0 conteudo soélido foi retirado
cuidadosamente da coluna e colocado em frascos de Erlenmeyer. Adicionou-se
agua (20 mL) e agitou-se continuamente em agitador reciproco por 3 horas. O
conteldo liquido foi separado sendo este o extrato bruto obtido da lixiviagdo em

meio sélido.

3.2. Recuperacdo do Acido Hialurénico Produzido por
Fermentacao Submersa

A separacado do AH do caldo de fermentacéao livre de células foi feita por
precipitacdo com etanol, adaptada de Nimrod e colaboradores (1988).

O caldo foi inicialmente centrifugado a 3200 rpm por 20 min para a remogao
das células. Ao meio livre de células, obtido da primeira centrifugacado, adicionou-
se 1,5 volumes de etanol para cada 1,0 volume do meio (livre de células),
refrigerando-se a solugéao a 4T durante 1 hora sob vigorosa agitacdo (em agitador
reciproco) para a precipitacdo do AH. O precipitado foi recuperado por
centrifugacao (3200 rpm, 20 min), o etanol impuro sobrenadante foi descartado e o
precipitado ressuspendido em 20 ml de solugao 0,15 M de cloreto de sodio (NaCl).
Ao volume da primeira ressuspensdo do AH adicionou-se etanol (a 4°C) na
mesma propor¢ao da primeira adi¢cao (1,5:1,0), procedendo-se da mesma maneira
em relagdo a primeira precipitacdo. Apdés a segunda precipitacdo do AH,
centrifugou-se para recuperagdo do precipitado, descartando o etanol impuro. A
massa recuperada da segunda centrifugacdo adicionou-se NaCl (0,15M) para
ressuspensao do AH, seguido, ap6s a ressuspensao de toda a massa, da adigcéo
do etanol (a 4°C), procedendo-se a terceira precipitagédo, seguida de uma quarta

centrifugacao e uma terceira ressuspensao com NaCl (0,15 M).

O produto obtido na dltima (terceira) ressuspensao € o AH recuperado do

meio de fermentagéo (figura 3.7)
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12 Centrifugacdo | — = Células ;

Meio Livre de Células

Etanol 1? Precipitacao

Etanol +AH+ Impurezas

2° Centrifugacdo |— =

AH ( 1° Precipitagdo)

Naci (0,15 M)——] 1% Ressuspensao

AH (1% Ressuspenséo)

Etanol — | 2% Precipitacdo

Etanol +AH+ Impurezas

3% Centrifugacdo | — =  Etanol + Impurezas

AH ( 22 Precipitacéo)
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4% Centrifugagdo | =  Etanol + Impurezas
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Figura 3.7. Fluxograma ilustrativo do processo de recuperagdo do AH produzido por
fermentagéo submersa.
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3.3. Recuperacio do Acido Hialurénico Produzido por
Fermentacao Semi-Sélida

Apo6s a extracdo dos produtos obtidos na FSS, fez-se centrifugagdo do
volume obtido da lixiviagdo (20 mL), conforme € mostrado no fluxograma na figura
3. 8.

Partindo do sobrenadante, procedeu-se sucessivas precipitacdes seguindo
a metodologia descrita anteriormente para a recuperagcdo do AH obtido da

fermentacao submersa.

Extracéc
Lixiviagac
Extrato Brutc
__________ | . P |
:_ __ Sobrenadante  <—— Centrifugagdc | ———— >  Céulas
i_ Eano ——> Precipitacdes H:_ Etano. _] L_Ague | Lavagens L_fea |

1 . Determinagéo da Massa Celular
NaCl (0,15M) —>| Ressuspensdes

Determinagéo da Concentragédo de AH

Figura 3.8. Fluxograma das etapas de recuperagao de AH e Células adotadas para a FSS
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3.4. Estudo da Transferéncia de Oxigénio

3.4.1. Fermentagdo Submersa

Coeficiente global de transferéncia de oxigénio gas-liquido (K. a) para a

fermentacado submersa foi calculado através do método dinamico.

Este método consiste em parar a aeragdo do meio saturado, previamente,
em dado momento. Medidas de O.D. sdo tomadas no sensor do reator e
registradas pelo soffware de aquisicdo de dados. Posteriormente ha a

realimentagao de oxigénio no reator com monitoramento do oximetro.
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Figura 3.9. Perfil de oxigénio dissolvido durante o experimento para determinagcdo do K;a no

método dinamico

84



Capitulo 3 Material e Métodos

Cfi_f:kLa(Ci -C) (Equagéo 3.4)

integrando a Equagao , o K;a pode ser isolado e calculado:

ln(ci - Coj
C-C

k,a=——"—7#— (Equacao 3.5)
t—t,

onde Cj, Cy e C sao diferentes valores de concentragdo de oxigénio dissolvido
mostrados na figura.

3.4.2. Fermentacdo Semi-Solida

3.4.2.1. Caracterizacao do Processo

O processo de FSS do bagacgo de caju para a produgao de AH pode ser
caracterizado, no que diz respeito aos fenébmenos de transferéncia de massa
como um processo heterogéneo que envolve 3 fases distintas. (1) fase gasosa, (2)
fase liquida (3) fase soélida de sélido intumescido. As transferéncias de massa,
portanto ocorrem da fase gasosa para a fase liquida no filme externo, do filme

externo para o interior do poro da particula intumescida.

3.4.2.2. Calculo da Taxa Global de Transferéncia de Oxigénio

A taxa de transferéncia de oxigénio (N) foi calculada através do balanco de
oxigénio na coluna ao longo do tempo. Desse modo, a equagdo 3.6 mostra o
procedimento de calculo.
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N = (Fe PO, enTRADA _Fs 'pOZSAIDA)
RT.V

(Equacao 3.6)

soélido

Onde R é a constante universal dos gases, T € a temperatura (K), po2 € a

pressao de oxigénio na entrada e na saida da coluna.

3.4.2.3. Calculo da Taxa de Consumo de Oxigénio

A taxa de consumo de oxigénio (R) calculada através do balango de
oxigénio na coluna pela ao longo do tempo. Desse modo, a equagédo abaixo

mostra o procedimento de calculo da taxa de consumo.

R, = dC°2 = (Fe.PO2enrrapa —FsPO2saipa) (Equag&o 3.7)
oo dt RT.V

liquido

Onde R é a constante universal dos gases, T € a temperatura (K), po2 € a

pressado de oxigénio na entrada e na saida da coluna.

3.4.2.4. Calculo do Perfil de Oxigénio no Filme Liquido

O perfil de oxigénio no filme liquido foi determinado levando-se em conta a
geometria da particula como uma placa plana. Dessa forma, A equagao
apresentada por Doran (1997) é valida assumindo-se, além da geometria da
particula, que o consumo de oxigénio é igual a demanda na fase gasosa em cada
secao do leito fixo de particulas; a difusividade de oxigénio na fase liquida é
constante, considerada igual a difusividade da agua (37 °C); as concentragdes de
oxigénio gas-liquido na interface estao em equilibrio e a vazao volumétrica de ar é

constante ao longo do reator.
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C,=Cg +2Dk—°(22 L) (Equacio 3.8)
0,/H,0

Onde C, é a concentragéo de oxigénio no filme liquido; C§ ¢ a solubilidade
do oxigénio em agua a 37 °C; K, € igual a taxa de consumo de oxigénio; D, ,,, o

é a difusividade de oxigénio em agua e L,, € a espessura do filme liquido.

3.4.2.5. Calculo do Perfil de Oxigénio no Interior do Poro do Sélido Intumescido

O perfil de oxigénio no interior do poro do sélido intumescido foi calculado,

também, através da equacao apresentada por Doran (1997)

C,=C, +3 ° (z* -L,,") (Equacéo 3.9)

Considerando, agora C, como a concentragdo de oxigénio no interior do
poro intumescido por liquido; C, € a concentragéo de oxigénio na interface; K, é
igual a taxa de consumo de oxigénio; D, é a difusividade efetiva de oxigénio,

portanto corrigida pela tortuosidade e porosidade e L,, € a espessura da particula

intumescida.

3.4.2.6. Calculo do Coeficiente Global de Transferéncia de Oxigénio Gas-Liquido
(K.a) para a FSS

O coeficiente global de transferéncia de oxigénio foi estimado pela equacao

abaixo mostrada.

N = K;a (C%02 - Cs) (Equacgéo 3.10)
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3.5. Meétodos Analiticos

3.5.1. Determinacao da Concentracao Celular

A determinacdo da biomassa bacteriana produzida na fermentacao
submersa foi obtida através da leitura da densidade Optica a 600 nm em
espectrofotdbmetro, conforme metodologia adaptada dos métodos usados por Kim
et al. (1996), Péquignot ef al. (1998) e Robitaille et al. (2006). A correlacéo entre
a D.O. do meio e a massa de células (conteudo em biomassa) foi obtida por meio

de uma calibracéo analitica.

A calibracdo foi obtida a partir de um volume concentrado de células,
inicialmente quantificados por uma metodologia gravimétrica como sendo o

conteudo de células secas presentes na amostra.

O método gravimétrico consistiu em, apos limpos e secos (em estufa a 60
C por 12 horas), pesar-se os tubos de ensaio (M o seco), acrescentou-se 10 mL
de caldo fermentado, a amostra analitica. Centrifugou-se a 3200 rpm por 20
minutos e descartou-se o0 sobrenadante. O precipitado € lavado com &gua por
duas vezes e seco por 12 horas a 60C em estufa. A massa celular seca é
calculada pela diferenca entre a massa do tubo de ensaio seco com amostra (M

tubo final ) € @ Massa do tubo de ensaio seco sem amostra.

M tubo final = M tubo seco = Mcélulas Secas (Equacgéo 3.11)

Uma vez determinado contelddo em massa seca para a biomassa do
volume concentrado, efetuou-se diluicbes deste mesmo volume concentrado
usando como solucdo diluente meio de fermentacdo estéril. Apds as devidas
diluicdes, para que se pudesse obter amostras-padrao para a calibragéo,efetuou-

se as leituras da densidade Optica no espectrofotdmetro.
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Figura 3.10. Fluxograma ilustrativo da metodologia usada para determinac¢ao do contetddo

em biomassa bacteriana.
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3.5.2. Conteudo de Acucares

A metodologia usada na determinacao do conteddo de acucares no meio de
fermentacdo foi adaptada da proposta por Nascimento e colaboradores (2003)
para analise de acucares em cajuinas por método cromatografico em sistema de
CLAE, os acgucares glicose, frutose e sacarose foram determinados em uma
coluna Hicrom C18 (250mm x 4.6mm) em fase mével isocratica de acetonitrila -
agua (20:80 v/v) com fluxo de 0,5 mL/min e deteccdo com indice de refracéo
(Shimadzu RID-6A).

A identificagcdo do pico cromatografico para cada uma das substancias foi
feita por comparacao entre o tempo de retengdo e também por adicdo sucessiva
de padrao na amostra.

A curva padrao foi obtida com solucbes padrédo de sacarose, glicose e
frutose e da mistura. Os valores das areas dos picos obtidos para cada
concentragao foram correlacionados linearmente.

3.5.3. Concentracdo de Acido Hialuronico

A concentracdo de AH foi determinada com base na metodologia proposta
por Beaty et al. (1984) . Para calibragdo, separou-se um volume de AH
precipitado, secou-se com nitrogénio (gas) e determinou-se por gravimetria a
massa de AH obtida pela secagem. Preparou-se uma solu¢ado de 1g/L de AH
obtido por fermentacdo, em seguida procedendo-se as devidas diluicbes e
injecdes em sistema de CLAE composto por bombas (Shimadzu LC-10 AS),
injetor manual (Shimadzu 2D), coluna de permeag¢do em gel Shodex SB-806 HQ,
acoplados a um detector de indice de refracao (Shimadzu RID-6A) e um
integrador (Shimadzu). A fase moével isocratica usada foi Nitrato de Sodio (0,1M) a
uma vazao de 1 ml/min.
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Para a determinagédo do conteudo real em AH presente na amostra, fez-se
também uma calibracgdo do método do reagente carbazol, especifico para
quantificacdes de acidos hexurbnicos previamente tratados com acidos minerais
(Dische, 1949), entdo, a 1 ml da amostra foi adicionado 6 ml de H)SO4
concentrado sob resfriamento em banho, aquecendo por 20 minutos em banho
fervente (100°C). Apds o total resfriamento da amostra adicionou-se 200uL do
reagente carbazol (SIGMA), deixando-se reagir por 2 horas, quando se efetuou a
leitura da absorbancia a 527 nm em espectrofotémetro.

3.5.4. Determinacao da Massa Molar do AH Produzido

A determinagdo da massa molar do AH produzido foi adaptada da
metodologia proposta por Beaty et al. (1984) para determinacdo de massa molar
de solugbes de hialuronato de sédio por cromatografia em colunas de exclusédo
por tamanho.

O sistema empregado na determinacao da massa molar do AH produzido
foi um sistema cromatografico Shimadzu, com bombas e injetor manual e uma
coluna de permeacao em gel Shodex SB-806 HQ, acoplados a um detector de
indice de refracdo (Shimadzu RID-6A) e um integrador (Shimadzu). A fase mével

isocratica usada foi Nitrato de Sédio (0,1M) a uma vazao de 1 ml/min.

A calibracdo foi feita indiretamente usando padrées de massa molar de
dextrana na faixa de 10° a 10° Da para a ordem de grandeza das massas molares
médias (5.200, 23.800, 148.000, 273.000, 410.000, 1.100.000, 2.100.000,
4.200.000, 5.900.000 e 7.400.000 Da). A curva de calibracao foi obtida com a
linearizagdo da curva exponencial (equacéao 3.12)
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Log(Mw) = f(t) (Equacao 3.12)

Para determinacbées de Massa Molar média (M,,) com base no tempo de
retencdo da amostra injetada (t;).

3.5.4.1. Determinacao da Distribuicdo de Massa Molar

A caracterizagdo da distribuicdo de massa molar do AH produzido foi feita
em cooperacao com o Grupo de Pesquisas em Separacao por Adsorcao (GPSA)
do Departamento de Engenharia Quimica da Universidade Federal do Ceara
(UFC) através de metodologia desenvolvida por Sousa (2007). As amostras foram
analisadas ap6s cada precipitacdo em sistema de CLAE por técnica de GPC
aquoso em coluna Shodex OHPak SB806M HQ. Como fase movel utilizou-se
NaNO; 0,1 M a uma vazao volumétrica de 0,8 ml/min. A cuva padrdo do método
foi feita pela injecao de padrdes de Dextrana (Sigma).

A massa molar numérica média (M,) foi calculada pela relacdo entre a
massa molar do polimero (M) e o numero de polimeros (N,) com massa molar

M. .

= ' (Equagao 3.13)

A massa molar ponderal média (W), estimativa da contribuicido da massa

de cada uma das cadeias poliméricas @ massa molar total do polimero foi
calculada através da relagéo:
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o INM)’

= VT Equacao 3.14
"SI (Equag )

A polidispersidade de solugdes poliméricas é dada pela relagéo entre M, e

<

M,)
(M,)

n

Polidispersidade = (Equacgao 3.15)

Valores para a polidispersidade sao sempre maiores ou iguais a 1,0.

3.5.5. Determinacao do Conteudo de Polifenois

A metodologia de determinagdo do conteudo de polifendis presentes no
suco de caju e nos meios de propagacao e fermentacédo foi a do reagente de
Folin-Ciocalteau, referenciada por Queiroz et al. (2002), e adaptada para suco
de caju. Retirou-se 0,10 ml de cada amostra e diluiu-se com agua destilada para
50,0 ml. Retirou-se uma aliquota de 0,5 ml. A aliquota foram adicionados 2,5 ml de
uma solugcdo aquosa do reagente de Folin-Ciocalteau a 10% e 2,0 ml de
carbonato de sédio a 7,5%. A mistura foi mantida por 5 minutos em banho-maria,
a 50 °C, e a absorbéancia foi lida a 760 nm. Procedeu-se de forma semelhante com
as solugdes-padrao de D-Catequina e com o branco para a determinacdao da

calibragao.
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3.5.6. Validacao dos Métodos Analiticos de Quantificacao

3.5.6.1. Linearidade

A linearidade refere-se a capacidade do método de gerar resultados
linearmente proporcionais a concentragdo do analito, enquadrados em faixa
analitica especificada. Esse parametro pode ser demonstrado pelo coeficiente de
correlacao do grafico analitico. (Brito et al., 2003)

Para avaliar o grau de correlagdo entre o sinal e a concentracdo do analito
calculou-se o coeficiente de correlacdo para a dispersdao de pontos obtida na
calibragdo, julgando-se satisfatoria a linearidade do gréafico quando o coeficiente
de correlacao da reta obtida ndo é estatisticamente diferente da unidade (Brito et
al.,2003).

A tabela 3.4 mostra os tipos de correlagcao de acordo com o intervalo de R
considerados nesta avaliagao:

Tabela 3.4. Tipos de Correlacao de acordo com o intervalo de R.

Intervalo do Coeficiente de Correlacao Tipo de Correlacao
R=1 Correlacao perfeita
091 <R<0,99 Correlagéo fortissima
0,61 <R <091 Correlacao forte
0,31 <R < 0,60 Correlacdo média
0,01 <R <030 Correlacao fraca
R = zero Correlacdo nula

(adaptada de Brito et al.,2003)

3.5.6.2. Precisao

O parametro que avalia a proximidade entre varias medidas efetuadas na
mesma amostra € a precisdo do processo analitico (Brito et al.,2003).
Representa, portanto a dispersdo de resultados entre ensaios independentes,

repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes, sob
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condicdes definidas. A precisdao é avaliada pelo desvio padrdao absoluto (o), que
utiliza um numero significativo de medicées, normalmente maior que 20. Na
pratica, em validacdo de métodos analiticos, o numero de determinacbes é

geralmente pequeno e o0 que se calcula é a estimativa do desvio padrao absoluto

(s) (Ribani et al., 2004).
§= ‘/z(x"—_x) (Equago 3.16)
(n—1)

Onde x é a média aritmética de um pequeno niimero de medicées (média

das determinagdes), sendo, portanto uma estimativa de x (média populacional); x,

€ o valor individual de uma medigao e n € o niumero de medi¢des feitas.

3.5.6.3. Repetitividade

O termo Repetitividade € adotado do Vocabulédrio Internacional de
Metrologia.

Repetitividade representa a concordancia entre os resultados de medicoes
sucessivas de um mesmo método, efetuadas sob as mesmas condicbes de
medicdo, chamadas de condi¢cdes de repetitividade: mesmo analista, mesmo

instrumento usado sob as mesmas condi¢des, mesmo local.

A repetitividade envolve varias medigdes da mesma amostra, em diferentes
preparagdes e €, algumas vezes, denominada precisao intra-ensaio ou intra-

corrida e pode ser expressa através da estimativa do desvio padrao.

3.5.6.4. Sensibilidade do Método (S)

A sensibilidade é a capacidade do método em distinguir, com determinado

nivel de confianga, duas concentragdes préximas. Sob o ponto de vista pratico, a
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sensibilidade constitui o coeficiente angular do grafico analitico expresso de
acordo com a equacéo 3.17.

S=— (Equacao 3.17)

Dessa forma, para uma calibragao qualquer do tipo:

F(x) = B + Sx (Equacao 3.18)

Teremos B como a média das medidas do branco (ou linha de base); S

como a sensibilidade do método e x concentragdao do analito na amostra.

3.5.6.5. Limite de Detecgéo (LD)

A menor concentragcdo do analito que pode ser detectada, mas nao
necessariamente quantificada, sob condicbes experimentais estabelecidas
constitui o limite de deteccao (Brito et al. 2003).

Seguindo Ribani et al. (2004) o limite de detecgado pode ser expresso pela

equacao abaixo:
3s ~
LD = (—j (Equacao 3.19)

Onde s é o desvio padrdo do intercepto; S a sensibilidade (coeficiente

angular) para n replicatas.
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3.5.6.6. Limite de Quantificacao

O limite de quantificacao é definido como a menor concentra¢do do analito,
que pode ser quantificada na amostra, com exatidao e precisao aceitaveis, sob as
condi¢des experimentais adotadas. Pode ser estimado por meio do sinal/ruido, do
desvio-padrao e por processos estatisticos (Brito et al. 2003).

A determinagao do LQ foi feita pela equagao 3.20.

LO = (%} (Equacao 3.20)

Onde s é o desvio padrao do intercepto; S a sensibilidade (coeficiente angular)

para n replicatas.

3.6. Analise Quimica Qualitativa por FTIR

Ap6s cada fermentacdo, na etapa de recuperagdo do produto pela
precipitacado com etanol (fez-se 5 precipitacdes), partindo do meio livre de células
(item 3.2). Apds recuperado, o AH foi seco com nitrogénio gasoso e levado a
deumidificacao sob vacuo.

As amostras secas foram analisadas em um espectrometro Thermonicolet
IR 2000 do laboratério de Sintese de Substancias Organicas Bioativas do Instituto

de Quimica da Universidade Estadual de Campinas.
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3.7. Determinacao da Espessura Média do Filme Liquido Externo
no Bagaco de Caju

A determinacdo da espessura média do filme liquido externo ao bagaco de
caju umido na FSS foi feita através de microscopia éptica com uso de um
microscopio LEICA DML. As Medidas da espessura do filme liquido foram
tomadas por softwares (LEICA Quips e LEICA QFAB) préprios para esta
finalidade. Todas as determinacdes foram feitas no Laboratério de Recursos
Analiticos e de Calibragao (FEQ/UNICAMP).

3.8. Metodologia de Caracterizacao da Fermentacao
3.8.1. Velocidade Especifica de Crescimento Celular

A velocidade de crescimento celular (uy) foi obtido através da sua definicao
(equacao 3.21).

R (Equagcio 3.21)
x dt

De onde, separando os termos, obtemos:

L (df) = (@j (Equacéo 3.22)
X
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Integrando a Equagéo 3.22. teremos:

[u.an=| [@j (Equagao 3.23)
0 X0 X
U (t—0) = h{i] (Equacao 3.24)
X9
4, (1) +1n(x,) = In(x) (Equacéo 3.25)

Desse modo, pela curva In(x)= f(r), obtemos a velocidade especifica de

crescimento celular como o coeficente angular do grafico.

3.8.2. Fatores de Rendimento Ypss, Yxs € Ypx

Os fatores de rendimento foram obtidos das curvas(coeficientes angulares)
que relacionam o produto e substrato para Yp;s, massa celular e substrato para

Yx/s € produto e células para Yp/x, seguindo as suas defini¢coes.

dP ~

Y, = ol (Equacgao 3.26)
dX ~

Yys = S (Equagéo 3.27)
dP ~

Yox = X (Equagéo 3.28)
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Desse modo, os coeficientes angulares para as curvas que relacionam P, X

eS:
P=f(S) (Equacéo 3.29)
X =f1(S) (Equacgao 3.30)
P=f(X) (Equacgao 3.31)

nos informaram os fatores de rendimento para o processo.

3.8.3. Produtividades em Produto (P, ) e em Células (Py)

Para a avaliacao do desempenho do processo fermentativo na formacao de

biomassa:

P, =—t—° (Equacgéao 3.32)

onde X, é a concentracao inicial de calulas, Xyax € @ maxima concentracao
celular obtida na fermentac&o no tempo t;.
Para a avaliagdo do desempenho do processo fermentativo na formacao de

produtos:

P, = P = F, (Equacao 3.33)

onde P, é a concentracao inicial de produto, Pnax € @ maxima concentracao

de produto obtida na fermenta¢do no tempo t:.
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CAPITULO

4

Resultados e Discussao

Este capitulo traz a padronizacdo do método de preservagdo do
inéculo, adequagcdo do modo de pré-cultivo e preparo do indculo,
apresentando também os resultados referentes a fermentagdo sem
suprimento de oxigénio e em sistemas aerados na produgcdo de AH
utilizando suco de caju in natura e clarificado como substratos da
fermentagdo submersa e bagago de caju como substrato/suporte da
fermentagédo em estado sdlido.

4.1. Padronizacdo do Inéculo para a Producdo de Acido
Hialurénico

4.1.1. Preservacao da Cultura

A linhagem de Streptococcus equi subsp. zooepidemicus (ATCC 39920),
obtido na forma de cultura liofilizada, em ampolas, foi preservada na Colecdo
Brasileira de Microrganismos de Ambiente e Industria (CBMAI), através de

deposito feito naquela instituicdo. O procedimento padrdao de preparo do estoque
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de culturas ultracongeladas e manutencao das culturas € descrito no item 3.1.2 do
capitulo de Material e Métodos.

A padronizagao da metodologia de preservagédo € importante ao passo que
o modo de conservacado influencia diretamente na atividade microbiana com
relacdo ao crescimento celular e na producao de AH.

Fermentacdes realizadas com culturas propagadas inUmeras vezes a parir
de um mesmo criotubo mostraram que a capacidade de producdo de AH é
influenciada diretamente pela forma de preservacao que é imposta a cultura.

No transcurso deste trabalho, verificou-se que a melhor forma para se
conduzir as fermentagcbes é partindo-se, em cada corrida experimental, de um
criotubo, assim, uma vez descongelado esse tubo apenas sera usado por no
méaximo 3 vezes, conforme é descrito no item 3.1.2 do capitulo de Material e
Métodos, o que evita exposicao das células as condi¢cdes severas de temperaturas
baixas, que acarretaria inativacado e injuria da cultura.

Observou-se que, para experimentos que foram conduzidos partindo-se de
um mesmo criotubo, o que significa que o mesmo tubo foi congelado e
descongelado vérias vezes, os resultados ndo foram reprodutivos ndo havendo,
em muitos casos, crescimento celular quantificavel. Nos casos onde observou-se
o crescimento celular e a producdo de AH, o polimero produzido foi de massa
molar inferior ao obtido seguindo a metodologia padronizada para preservacgao,
manutencéo e ativagdo da cultura.

4.1.2. Pré-Cultivo

Para a determinacdo da melhor forma de pré-cultivo da cepa foram feitos
ensaios em 3 tratamentos distintos descritos no capitulo 3. e também mostrados

abaixo na tabela 4.1.
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Tabela 4.1. Tratamentos usados no experimento de adequacao do pré-cultivo e

propagacao da cepa Streptococcus equi subsp. zooepidemicus ATCC 39920.

Tratamento Pré-Cultivo Inéculo Meio de Fermentacao
1 TSA SC SC
2 BHI SC SC
3 BHI BHI SC

SC - suco de caju

A avaliacdo feita para a determinacdo do método de pré-cultivo do
Streptococcus equi subsp. zooepidemicus ATCC 39920 teve como critério a
producéo final de AH e o crescimento celular para a fermentagéo, obtidos para
cada tratamento.

O resultado para cada tratamento, apresentado na Figura 4.2., nos mostra
que a melhor forma de pré-cultivo da cepa, como forma de ativagédo inicial do
microrganismo € o usado no tratamento 2. Assim, o pré-cultivo feito em BHI e o
in6culo preparado em suco de caju, apresentaram maior crescimento celular e

maior produgéo de AH ao relacionarmos com os outros dois tratamentos (1 e 3).

Figura 4.1. Detalhe das placas contendo as culturas pré-cultivadas em BHI e em TSA usadas
no ensaio de determinagdo da forma de pré-cultivo da cepa. (a) TSA e (b) BHI.
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4.1.3. Padronizagao do Preparo do Inéculo

4.1.3.1. Determinacao do tempo de propagacao

O ensaio cinético para determinacao do tempo de propagacao adotado no
procedimento de preparo do indculo foi feito pelo acompanhamento da evolugao
da concentracdo de biomassa bacteriana para determinacdo da fase de
crescimento exponencial. A Figura 4.3. mostra o grafico do acompanhamento da
biomassa bacteriana e do crescimento celular durante a etapa de propagacéao do

inoculo pré-cultivado em BHI em meio de suco de caju suplementado.

0.14 0.6

Produgédo de AH no final da Fermentagéo (g/L)
5
w

Crescimento Celular Durante a Fermentagao, (g/L)

Tratamento 1 Tratamento 2 Tratamento 1 Tratamento 2 Tratamento 3

Figura 4.2. Gréaficos para crescimento celular e produgdo de AH ao final da fermentacao para
os tratamentos 1, 2 e 3.

A Figura 4.3. mostra que a fase de adaptagao para o microrganismo € de
aproximadamente 8 horas, quando, efetivamente, se inicia a fase de crescimento
exponencial. Com base nesse resultado, adotou-se o tempo de 12 horas como
adequado de preparo do inoculo.
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Figura 4.3. Grafico para a evolugdo da biomassa bacteriana e crescimento celular obtido para

a cultura de Streptococcus na etapa de propagagao.

4.2. Ensaio de Fermentagcdo Submersa sem Aeragao Forcada

O ensaio de fermentagdao submersa na auséncia de oxigénio suplementar,

conduzido em frascos de Erlenmeyer apresentou o perfil de fermentacao mostrado

na Figura 4.4.

Observa-se que o0s agucares nao foram esgotados em 24 horas de

fermentacéo.

Temos, portanto, que a fase de adaptagcdo no meio de cultivo foi de

aproximadamente 2 horas, que fica mais claro ao observarmos a curva de

crescimento (figura 4.5), que se da pelo fato de se efetuar o corte do in6culo e

inicio da fermentacdo ainda na fase exponencial, quando a maxima atividade

celular é disponibilizada ao crescimento de células.

A fase exponencial de crescimento tem duracdo de aproximadamente 16

horas, quando se observa a estabilizacdo da concentragao celular no meio.
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Figura 4.5. Curva de crescimento da biomassa bacteriana para a fermentagdo em frascos de
Erlenmeyer (10% Indculo v/v, Xo0=0,09).
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A concentragdo de AH obtida na fermentacdo sem suplementacdo de
oxigénio, mostrado na figura 4.4, foi de 0,85 g/L. A tabela 4.2. apresenta o resumo
dos parametros cinéticos obtidos para a fermentagao.

Observamos, portanto, que a maxima velocidade especifica de crescimento
para esta situacdo é de 0,151 s'. As produtividades em termos de biomassa e
produtos, respectivamente sao de 0,078 e 0,041 g/L.h.

Tabela 4.2. Parametros cinéticos obtidos para a fermentagdo submersa em

frascos de Erlenmeyer sem suprimento de oxigénio

Yxis Ypis Mx P max Xmax Py Pp
(99 (@9 ") (@) (@) (@'h") @L'h?)
Valor Calculado 0,041 0,027 0,151 0,842 1,57 0,078 0,041
Coeficiente de
Correlagao 0.8595 0,9953 0,9852 - - - -

4.3. Ensaios de Fermentacdo Submersa com Aeracdo Forcada

4.3.1. Ensaios com Suco de Caju In Natura
4.3.1.1. Caracterizacdo da Fermentacao

No sistema aerado, nas condicbes operacionais impostas, 250 rpm de
agitagéo, 2 volumes de oxigénio por volume de meio liquido a 37 °C, observou-se
perfis de consumo de agucares, evolugao de biomassa e AH mostrados na figura
4.6.

Observa-se, portanto, que a fonte de carbono chega, ao final de 24 horas
de operagao, a uma concentracdo minima de aproximadamente 11, 8 g/L, tendo
iniciado-se o0 processo com a concentragdo acima de 92 g/L. Nao ha, desse modo,
exaustao desta fonte, mas ha significativa diferengca em relagcdo ao consumo nos
ensaios sem suprimento de oxigénio, onde nota-se que, apds 24 horas de
operacao a fonte de carbono encontra-se no meio a uma concentragao superior a
35 g/L, ao que se iniciou a fermentagdo em concentragdes préximas a 95 g/L de
acucares totais.
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Quanto aos perfis de evolugdo de biomassa e AH, nota-se que a massa
celular bacteriana observada no processo com suprimento de oxigénio que, apos
24 horas, a concentragao celular, ja estavel no meio, é de aproximadamente 2,7
g/L ao passo que em frascos esta concentracdo era de aproximadamente 1,7
gramas de biomassa bacteriana por litro de meio fermentado, com diferencga,
portanto de 1 g/L em relacdo ao ensaio com aeracgao forcada. O AH produzido no
ensaio com suplementacao de oxigénio chegou a uma maxima concentracao em

24 horas que foi de 2,5 g/L, ao passo que no ensaio em frascos de Erlenmeyer

esse valor era de 0,8 g/L, conforme podemos ver pela figura 4.4.

Acucares Totais, [g/L]

Figura 4.6. Perfil médio do consumo de agtcares e evolugdo da biomassa bacteriana e AH para a
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fermentacdo em reator de suco de caju in natura (10% Indculo v/v, Xo=0,038g/L).

O perfil do consumo de oxigénio pode ser relacionado com o crescimento

celular ao longo do processo, conforme observamos na figura 4.7.
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Figura 4.7. Perfil de Crescimento celular e concentragcao de oxigénio dissolvido na fermentagdo em

reator de suco de caju in natura (10% Indculo v/v, Xo=0,038g/L).

A relacdo entre o consumo de oxigénio e o crescimento bacteriano, no
ensaio em bioreator para o suco in natura pode ser observada na figura 4.7.
Assim, com a evolugcdo da biomassa bacteriana, a concentracdo de oxigénio
dissolvido no meio tende a cair, o que é verificado nas 8 primeiras horas de
fermentagdo. A concentragao critica de oxigénio dissolvido, 5 % da saturacgao,
conforme menciona Huang et al. (2006), parece ser atingida em 10 horas de
fermentacédo. Apds 16 horas, ha o aumento da concentracao de oxigénio no meio,
atribuida a morte de parte das células, visto que entre 10 e 16 horas o processo foi
conduzido na concentragao critica de oxigénio ou abaixo dela ou por adeséo de
bolhas de ar no eletrodo visto o aumento da viscosidade do meio ao longo do
processo.

Os valores estimados para os parametros cinéticos sao apresentados na
tabela 4.3.
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Tabela 4.3. Parametros cinéticos obtidos para a fermentagcdo submersa de suco

de caju in natura em Reator com suprimento de oxigénio

YX/S YP/S x I:)max Xmax Px I:)P
(9/9) (9/9) ") @) @) @L'h") @'’
Valor Calculado 0,0347 0,0248 0,4787 224 269 0225 0,186

Coeficiente de
Correlacao 0,9906 0,9445 0,8898 - - - -

Comparando os valores apresentados na tabela 4.3. com os valores obtidos
para a fermentacdo submersa com suco in natura sem suprimento de oxigénio,
observamos que os rendimentos em biomassa e produto (Yxs € Ypis) estdo na
mesma ordem de grandeza, apresentando apenas uma pequena diferenca. A
velocidade especifica de crescimento celular € superior no sistema aerado, o que
assegura que ha dependéncia da oxigenacado do meio para o crescimento desta
cultura. Ha que se observar o ganho significativo na concentracdo maxima de
produto e biomassa (Pmax € Xmax) NO processo com aeragao forcada, o que
acarretou significativa mudanca nas produtividades em relacdo a X e P. A figura
4.8. apresenta um diagrama de barras comparativo entre os dois processos (com
e sem aeracéo forgada).

Como podemos observar, na figura 4.9. o pH do meio mantém-se com leve
flutuacdo entre 0 e 12 horas. Apdés 12 horas de fermentacdo ha producao de
acidos pelo metabolismo do microrganismo, tais como acético, latico e propiénico,

assim, podemos observar tal fenémeno através da queda do pH de 6,5 para 4,9.
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Figura 4.8. Comparagao entre pardmetros cinéticos para sistemas com e sem aeragao forcada na

produgéo de AH com suco de caju in natura.
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Figura 4.9. Perfil de pH do meio de fermentagdo no ensaio em biorreator com aeragao forgcada na

produgdo de AH com suco de caju in natura.
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4.3.1.2. Transferéncia de Oxigénio

A determinacdo do K;a através do método dinamico, feita no inicio da
fermentacdo, conforme mostrado no perfil da figura 4.10, foi executada com o
corte da aeracdo apoés 0,1 h. Quando a concentracdo de oxigénio foi de
aproximadamente 20 % da saturacao, reiniciou-se a aeragao. Medidas de oxigénio

dissolvido no meio foram tomadas periodicamente.

60
Corte da Aeragéo
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o
50 O 5 O i o ) o b O »0 0 5

40 1
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w
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t

Aeragao

0 0,1 0,2 03 0,4 0,5 0,6
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Figura 4.10 Perfil de oxigénio dissolvido no método dindmico de calculo do K,a para o meio de

suco in natura..

Calculando-se o valor do K,a conforme metodologia descrita no capitulo 3,
observa-se que, para esta situacédo, o K;a é de 0,020 s™ .

Garcia-Ochoa et al. (2000) estudaram a transferéncia de oxigénio em
processo fermentativo para a producdo de goma xantana. Em seu trabalho,
Garcia-Ochoa e colaboradores (2000) mostraram que ha relacdo entre a
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velocidade superficial do gas no meio liquido e a velocidade de agitacdo afetam
diretamente o coeficiente global de transferéncia de massa gas-liquido. Um
comportamento linear é observado para o K;a com o aumento da velocidade de
agitacao e velocidade superficial da bolha de gas no meio. Valores estimados para
o K;a no trabalho de Garcia-Ochoa et al. (2000) estdo na ordem de grandeza de
102 s, semelhante a ordem de grandeza encontrada para o cultivo submerso em

meio de suco in natura.
4.3.2. Ensaios com Suco de Caju Clarificado

4.3.2.1. Caracterizacdo da Fermentacao

Com o objetivo de observar a influéncia da clarificagcdo do suco de caju
sobre a producao de AH em sistema com suprimento de oxigénio, procedeu-se um
ensaio semelhante ao descrito anteriormente para suco in natura.

As condicbes operacionais impostas ao processo foram as mesmas
empregadas no experimento com suco de caju in natura, assim, uma agitacao de
250 rpm, 2 vwm de ar para aeragdo do volume liquido e uma termperatura
controlada de 37 °C.

Observou-se nos perfis de consumo de agucares, evolugdo de biomassa e
AH, mostrados na figura 4.11., que ndo ha esgotamento da fonte de carbono,
situagdo semelhante ao caso anterior, com suco in natura. A fonte de carbono
chega, ao final de 24 horas, a uma concentracdo minima de aproximadamente
19,9 g/L, tendo iniciado-se o processo com a concentragao acima de 89,2 g/L.

Os perfis de evolucao de biomassa e AH, mostram que a concentracao
celular observada no ensaio com suprimento de oxigénio em meio de suco
clarificado, apds 24 horas ja esta estavel no meio, e é de aproximadamente 3,0
g/L, um pouco maior que no ensaio com suco de caju in natura. O AH produzido

chegou a uma maxima concentragdao em 24 horas que foi de 2,6 g/L.
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Figura 4.11. Perfil médio do consumo de acucares e evolugdo da biomassa bacteriana e AH para

a fermentagao em reator de suco clarificado de caju (10% Inoculo v/v, Xo=0,05g/L).
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Figura 4.12. Perfil de Crescimento celular e concentracdo de oxigénio dissolvido na fermentagcdo
em reator de suco de caju clarificado (10% Indculo v/v, Xo=0,05g/L).

A Figura 4.12. mostra a relagdo entre o oxigénio dissolvido no meio de

Y

fermentacdo e o crescimento celular. Observa-se que a medida que ha um

aumento da biomassa, o oxigénio dissolvido é consumido para a conversdo em

massa celular e produtos metabdlicos.
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Ln(x/x0)

Comparando o crescimento celular dos processos em biorreator para o
suco de caju in natura e o suco clarificado, observamos que o crescimento celular
€ um pouco maior para o0 processo com suco clarificado, no entanto, essa
diferenca parece nao ser tao significativa, conforme observamos pela figura 4.13.
No entanto ao compararmos esses dois crescimentos com o crescimento em meio
de suco in natura, porém sem suprimento de oxigénio observamos significativa

diferenca.
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Figura 4.13. Perfis de Crescimento celular e producdo de AH para ensaios em meio de suco in

natura com e sem suprimento de oxigénio e para meio de suco clarificado.

Desse modo, o suprimento de oxigénio parece ser bem mais importante
para o crescimento bacteriano e a produgao de AH que a reducédo do percentual

de taninos no suco.
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Tabela 4.4. Parametros cinéticos obtidos para a fermentagcdo submersa de suco
clarificado de caju em Reator com suprimento de oxigénio

YX/S YP/S x I:)max Xmax Px I:)P
(9/9) (g/9) (") @) @) @L'h") gL'
Valor Calculado 0,0406 0,0317 0565 2,61 3,0 0,241 0,198

Coeficiente de
Correlacao 0,988 0,96 0,794 - - - -
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Figura 4.14. Comparagdo entre pardmetros cinéticos para sistemas com aeragdo forgada na

produgdo de AH com suco de caju in natura e clarificado.

Pela figura 4.14. podemos observar que as diferencas entre as entre os
valores obtidos para os rendimentos (Yxs € Yps) ndo séo grandes, assim, o valor
para o0 Yxs para o processo utilizando suco de caju clarificado é 14,5% maior que
na fermentagao utilizando suco in natura, o Yps foi aproximadamente 22 % maior
para a fermentacdo com suco de caju clarificado.

Pequenas diferencas nas produtividades (proximas a 6%) também sao
observadas. Diferencas entre as maximas concentracées de células e produtos
estdo em torno de 14% .
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Figura 4.15. Perfil de pH do meio de fermentagédo no ensaio em biorreator com aerag¢ao forgcada na

produgéo de AH com suco de clarificado.

O perfil de pH mostrado na figura 4.15. indica que a evolucado de acidos
acontece logo apoés as primeiras 4 horas de fermentacao.

4.3.2.2. Transferéncia de Oxigénio

A determinacdo do K;a através do método dinamico, foi feita no inicio da
fermentacao, conforme é mostrado na figura 4.16. O corte da aeracao foi feito
apods 0,15 h. quando a concentragéo de oxigénio foi de aproximadamente 20 % da
saturagao, reiniciou-se a aeracao. Fez-se, entdo, reproduzindo o método usado
anteriormente (para o meio de suco in natura) para que se possa comparar 0S
resultados obtidos para o K;a nas duas situagées (meio de suco in natura e

clarificado).
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Figura 4.16. Perfil de oxigénio dissolvido no método dindmico de calculo do K,a para o meio de

suco clarificado.

O valor encontrado para o K;a, através do método dinamico foi de 0,008 s™.

Ogrodowski (2006) obteve valores de K,a da ordem de 10* para
fermentacao de Streptococcus zooepidemicus em meio sintético na producao de
AH. Ogrodowski (2006) justifica os baixos valores de K;a encontrados na branda
agitacao (150 rpm), tomando por base os seus valores, um incremento de 100 rpm
acarretaram significativas mudancas no K;a, conforme vemos pelos valores
obtidos nos dois processos em biorreator aqui apresentados.
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Figura 4.17. Comparagdo entre os valores obtidos para o K,a e perfis de oxigénio dissolvido em

processos com meio de suco de caju in natura, clarificado e meio sintético.

Diferencas no K;a observadas (figura 4.17) podem ser explicadas pela
mudanca nas caracteristicas fisico-quimicas do meio promovidas pelo incremento
de 14% na concentracao de AH produzido na fermentagdo com suco clarificado.

O oxigénio dissolvido no processo com suco clarificado apresenta-se mais

suavizado em relacao ao suco in natura.

4.4. Ensaios de Fermentacdo Em Estado Sélido

4.4.1. Caracterizacao da Fermentacao
44.1.1. Suporte/Substrato

O suporte/substrato usado foi 0 bagaco de caju, conforme mencionado no
capitulo de material e métodos.

O ensaio de caracterizagdo da capacidade de absorcdo de agua pelo

suporte, feito conforme descricdo no capitulo 3, mostrou que a condicdo de
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absorcdo de agua que nos permite trabalhar sem que haja aparecimento de agua
livre € a de 0,5 mL de agua/ 1 g de bagaco.

Figura 4.18. Fibra do bagaco de caju (particula)

441.2. Processo
4.4.1.2.1. Umidade e Espessura do Filme Liquido Externo

O perfil de umidade acompanhado durante o processo mostrou que ha
flutuacao ao longo do tempo, que se deve, certamente, ao aparecimento de agua
metabdlica.
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Figura 4.19. Perfil da umidade ao longo do cultivo semi-sdlido
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Observamos, portanto que, no inicio do processo (primeiras 12 horas) nao
ha grande flutuagéao para a umidade no leito. Apds 12 horas de cultivo, certamente
pelo aparecimento de agua metabdlica, 0 bagaco apresenta umidade que pode
chegar a aproximadamente 81 % em base Umida.

Assim, o filme liquido em volta da particula também aumenta, visto que é
proporcional ao percentual de agua no bagaco.

O acompanhamento da espessura do filme liquido externo é mostrado na
figura 4.20, determinado por microscopia optica.

Figura 4.20. Filme liquido externo formado na particula (mostrado pela seta) durante o cultivo (A) 4
h,(B)8h,(C)12he (D)24h
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Figura 4.21. Aumento da espessura do filme liquido e da umidade ao longo do tempo

Observa-se, como era esperado, que ha certa relagdo entre o aumento da
espessura do filme liquido externo e a umidade do bagaco. Esta relagdo é mais

facil de ser entendida pela curva de correlagédo entre as duas variaveis.
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- | Umidade:Espessura: r2=0,9221; r =0,9602; p =0,0095
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Figura 4.22. Correlacdo entre Aumento da espessura do filme liquido e a umidade
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A correlacdo obtida, considerando um comportamento linear entre o
aumento da umidade e o0 aumento da espessura no filme liquido é apresentada

pela equacgao 4.1.

Espessura do Filme Liquido= +0,5372*[Umidade] -37,7962 (Equacéao 4.1)

4.4.1.2.2. Acompanhamento do pH no Extrato
O extrato bruto preparado a partir do bagaco de caju fermentado
apresentou o um perfil de pH mostrado na figura 4.23.
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Figura 4.23. Perfil de pH no extrato bruto ao longo do cultivo semi-sélido

Observamos, ao longo do processo, que ha diminuicdo do pH no extrato,
que podemos atribuir ao aparecimento de acido latico, acético, férmico e

propidnico, provenientes do metabolismo microbiano.
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4.4.1.2.3. Produgao de Biomassa, AH e Consumo de Acglcares

No cultivo em estado sélido semi-sélido, a producdo de biomassa
bacteriana apresenta o perfil de crescimento mostrado na figura 4.24.
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Figura 4.24. Crescimento celular ao longo do cultivo semi-sélido

Observamos, portanto, que apds as 4 primeiras horas do cultivo, as células
ja se encontram na fase exponencial de crescimento, que se encerra apds 12
horas de processo.

O perfil de consumo de substrato nos mostra que ha um consumo de
aproximadamente 1,8 g de agucares presentes no meio semi-solido ao final de 30
horas de cultvo.

A evolucao de produto (AH) mostra que em 24 horas de processo o AH
quantificado no extrato bruto é de 0,007 g de AH para cada 1g de bagaco
processado.
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Figura 4.25. Perfil do Consumo de acgucar, produgédo de AH e evolugao de biomassa ao longo do

cultivo semi-sélido

Tabela 4.5. Parametros cinéticos obtidos para a fermentacdo semi-sélida em

reator de leito fixo.

Yxis Yrss Lx Pmax  Xmax Px Pp

(9/9) (g/g) (")  (@g") (@g") (9g'h") (gg'h™)

Valor Calculado 0,007 0,0073 0,1869 0,0070 0,01285 0,00048 0,00029
Coeficiente de Correlacdo | 0,9951 0,9952 0,9873 - - - -

4.4.2. Transferéncia de Oxigénio
44.2.1. Taxade Transferéncia de Oxigénio (N) e Taxa de Consumo de Oxigénio

(Ro2)

A taxa de transferéncia de oxigénio, conforme é apresentado na figura 4.26.
tém um perfil peculiar. No inicio do processo, a taxa manteve-se praticamente
constante, com minima flutuacdo entre 3,4 a 3,5 mMol/L.s. Apdés 12 horas de
processo ha um decréscimo da taxa de transferéncia de oxigénio, chegando a

aproximadamente 1,4 mMol/L.s ao final de 30 horas de cultivo em leito fixo.
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Figura 4.26. Perfil da taxa de transferéncia de Oxigénio ao longo do cultivo semi-sdlido

Perfil similar é observado para a taxa de consumo de oxigénio (Ro2) durante
o cultivo semi-sélido. Ha, portanto, como mostra a figura 4.27. uma minima
flutuacdo nas primeiras 12 horas de cultivo e posteriormente um decréscimo dessa

taxa.
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Figura 4.27. Perfil da taxa de consumo de Oxigénio ao longo do cultivo semi-sélido
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Observa, se que, coerentemente, ha relacdo entre a taxa de consumo de
oxigénio e o crescimento microbiano. Apés 12 horas de cultivo, ha decréscimo da
taxa de consumo de oxigénio, concomitante ao crescimento microbiano que ja
cessou.

44.2.2. Perfisde Oxigénio no Filme Externo e no Interior do Bagaco

O perfil de oxigénio calculado para o filme externo em cada tempo de
fermentagéo € mostrado na figura 4.28.
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Figura 4.28. Perfis de Oxigénio no filme liquido externo ao longo do cultivo semi-sdlido
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Observa-se, pequena diferenca entre o valor do oxigénio na interface gas-
liguido, dada pelo equilibrio, portanto a méxima solubilidade de oxigénio na fase
liquida a 37 °C, e a concentracdo na interface com o sélido, isso se deve, em
parte a delgada camada externa de liquido e a baixa difusividade de oxigénio no
meio.

Observando-se os perfis de oxigénio no interior do bagaco verifica-se que
ha rapida queda da concentracdo de oxigénio na fase sélida. Isso pode estar
relacionado também com a baixa solubilidade do oxigénio. Assim, para todos os
perfis de oxigénio no interior dos poros da particula, observamos que em
aproximadamente 0,13 um a concentragdo de oxigénio € igual a zero, portanto,
nao ha oxigénio disponivel ao microrganismo que esteja imobilizado no interior do
bagaco. Pressupde-se que haja, portanto uma zona em que o crescimento aerébio
é significativo, portanto onde nao ha limitacao pelo oxigénio, especialmente na
regiao de liquido externo ao sélido, enquanto que no interior do poro do bagaco ha
severas limitagcdes de oxigénio.
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Figura 4.29. Perfis de Oxigénio no interior do bagaco
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O moédulo de Thiele observado (@) indica que a afirmacao feita sobre a

confirma a limitagao de oxigénio no sistema.
Segundo os critérios de Weisz, conforme mostra Doran (1997), para

valores de ® acima de 3, observa-se limitagdes de transferéncia de massa.
Todos os valores obtidos para o ® estdo bem acima de 3, demonstrando

assim fortes limitagdes de transferéncia de oxigénio no interior do bagaco.

Tabela 4.6 : médulo de Thiele observado (®) ao longo do cultivo semi-sélido

4 75,44325513 0,013255 150,9
8 75,26142401 0,013287 150,5
12 75,92969904 0,01317 151,8
24 63,34087096 0,015788 126,7
30 48,45084701 0,020639 96,9

4.4.2.3. Perfil de K,a ao longo do Cultivo

Nao podemos afirmar que o K;a, com se esperaria em um sistema
homogéneo mantenha-se constante ao longo do tempo de processo. Isso se deve
ao fato de que ha variacbes no volume de liquido no cultivo pelo aumento da
umidade do bagaco, que também acarreta mudancas na espessura do filme
externo. Conforme podemos observar no perfil de oxigénio no interior do sélido, na
coordenada equivalente a Los, espessura da camada sélida de bagaco, a
concentracado de oxigénio € igual a zero, portanto o valor de K;a para todo o

cultivo sera igual a :

N/(C°02-0)= K,a (Equacéo 4.2)
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Figura 4.30. Perfil de K,a ao longo do cultivo semi-sdlido

O maximo valor de K;a é atingido, portanto, no maximo valor da taxa de
transferéncia de oxigénio, que € observada em 12 horas, assim, também fazemos

correlacao entre esta variavel , o K;a , e a umidade total do bagaco.
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Figura 4.31. Perfil de K a e umidade do bagago e correlagdo entre essas duas variaveis.
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As correlagbes entre a umidade o K;a, mostradas anteriormente na figura
4.44. indicam que ha uma correlagao entre estas variaveis, conforme mostramos

pela equacgao 4.3.

KLa = 94,8009-1,0628*[Umidade Total] (Equagdo 4.3.)

4.4.2.4. Reprodutibilidade do Processo de Produgéao de AH em FSS

Dois experimentos foram realizados no sistema de colunas de leito fixo,
observando as mesmas condicbes de cultivo, observou-se, nessas duas corridas
experimentais independentes que os perfis de producéao de AH e de evolugao de
biomassa bacteriana sdo semelhantes, constatando-se a reprodutibilidade desses

processos quando conduzidos sob as mesmas condi¢gdes operacionais.
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Figura 4.32. Perfis de producao de AH e Biomassa para os experimentos 1 e 2 em colunas de leito

fixo.
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4.5. Caracterizacdo da Massa Molar do AH Produzido

A caracterizacdo da massa molar do AH produzido em fermentacao
submersa nos ensaios feitos em frascos de Erlemeyer foi feita através da
avaliacao do tempo médio de retencao do analito (AH) na coluna de exclusao por
tamanho, dessa forma, a calibragdo apresentada em anexo deste trabalho foi
usada nessa caracterizacao, dessa forma, o resultado foi obtido sob a forma de
massa molar média do polimero produzido.

No decorrer desse trabalho, o desenvolvimento da metodologia de
fracionamento do AH, feita por Sousa (2007) em seu trabalho de mestrado pela
Universidade Federal do Ceara nos permitiu avaliar a distribuicdo da massa molar
do AH produzido na fermentagdo, assim, os ensaios feitos em biorreator para a
producdo de AH partindo de meio de suco de caju in natura e clarificado e os
ensaios realizados em sistemas de colunas de leito fixo (FSS) foram
caracterizados utilizando a metodologia de fracionamento do AH produzido em
coluna de exclusdo em gel (GPC) em sistema CLAE. A caracterizagdo dessas
amostras foi feita em parceria com o Grupo de Pesquisas em Separagdo por
Adsorcdo (GPSA) da Universidade Federal do Ceara.

A massa molar do AH produzido por fermentacdo na condicdo de nao-
suprimento de oxigénio ao meio flutuou entre um minimo valor 17106 Da, no
tempo inicial de fermentagcao e um valor maximo observado ao final do ensaio (24
h) de 19748 Da. Ao longo da fermentacdo, os valores para a massa molar
apresentaram-se dispersos em torno de um valor médio de 18390.5 Da. (figura
4.33.).
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Figura 4.33. Acompanhamento da massa molar do AH produzido por fermentagcdo ao longo
do tempo

A Figura 4.34. mostra a sobreposi¢cdao dos cromatogramas das amostras de
AH produzido em meio de suco de caju in natura por fermentacdo submersa em
biorretaor com aeracdo, apdés uma, duas e trés precipitacbes em etanol e
ressuspensdoes em NaNOj (0,1 M). As condicbes cromatograficas empregadas
nesta analise foram solugado de 0,1 M de NaNO3; como fase mével, coluna Shodex,
fluxo de 0,8 mL/min, temperatura ambiente, volume de injecdo de 20uL e o Rl
como sistema de deteccgao.

Com relagdo as proteinas tem-se as andlises feitas em detector de
absorcdao no U.V./Visivel a 280 nm das amostras de AH (apés uma e trés
precipitacées em etanol e ressupensdes em solugdo salina) conforme se observa

nas figuras 4.35. e 4.36., respectivamente.
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Figura 4.34. Sobreposicdo dos cromatogramas das amostras de AH produzidas em Fermentagdo
do suco in natura solubilizadas em NaNO3 0,1 M apés uma (1°=), duas (28 —) e trés (3 —)

precipitagbes em EtOH.
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Figura 4.35. Cromatograma da amostra de AH produzida em Fermentagdo Submersa em meio de

suco de caju in natura solubilizada em NaNO3 0,1 M apds uma precipitagdo. Rl (IR==)e UV/Vis em
280 nm(UVe=).
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Figura 4.36. Cromatograma da amostra de AH produzida por fermentacdo submersa utilizando
suco de caju in natura como meio apos trés precipitacées em EtOH. Rl (IR=—)e UV/Vis em 280 nm
(UV=—).

O fracionamento polimérico das amostras de AH (ap6s uma e trés
precipitacbes em etanol e ressupensdes em solugcdo salina) € mostrado nas

figuras 4.37 e 4.38, respectivamente.
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Figura 4.37. Fracionamento polimérico da amostra de AH produzida fermentagdo submersa

utilizando suco de caju in natura como meio apds uma precipitagdo em EtOH.
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Figura 4.38. Fracionamento polimérico da amostra de AH produzida em fermentagdo submersa

apos trés precipitacbes em EtOH no intervalo de 8 a 10,4 mL de volume de eluicao (tempo de
retencéo de 10 a 13 minutos).

O percentual em area calculado para cada massa molar nas amostras de
AH (apo6s uma e trés precipitacdes em etanol e ressupensdées em solucao salina)
podem ser observados nas figuras 4.39 e 4.40, respectivamente.
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Figura 4.39. Distribuicdo da massa molar da amostra de AH produzida por fermentagdo de

suco in natura com aeragdo apds uma precipitacdo em EtOH com relagdo ao percentual da
drea de fracionamento pdlimérico.
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Figura 4.40. Distribuicdo da massa molar da amostra de AH por fermentagédo de suco in natura
com aeracdo apds trés precipitacbes em EtOH com relagdo ao percentual da area de

fracionamento pdlimérico.

Pela analise da amostra de AH produzida por fermentagdo submersa em
reator com suprimento de oxigénio utilizando suco de caju in natura como meio

apds trés precipitacbes em etanol e ressuspensées em NaNOs (0,1 M) com

relagdo a massa molar, obteve-se os seguintes valores: M, =2,52 x 10* Da e

My, =5,34 x 10* Da. A polidispersividade calculada para essa amostra foi de 2,12.

A Figura 4.41 mostra a sobreposicao dos cromatogramas das amostras de
AH produzido por fermentacao submersa com suco de caju clarificado, apds uma,
duas e trés precipitacoes em etanol e ressuspensdes em NaNO;z; (0,1 M). As
condicdes cromatograficas empregadas nesta andlise foram as mesmas
empregadas anteriormente, solugao de 0,1 M de NaNO3; como fase mével, coluna
Shodex OHPak SB806M HQ (7,8 x 300 mm), fluxo de 0,8 mL/min, temperatura
ambiente, volume de injecdo de 20uL e o indice de refracao (RIl) como sistema de
deteccao.
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Verifica-se, pela Figura 4.41. a presenga de um pico cromatografico intenso
no intervalo de tempo de retencao de 15 a 16 minutos, explicado pela presenca de
etanol nas amostras de AH (utilizado nas etapas de pré-purificagao).
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Figura 4.41. Sobreposigdo dos cromatogramas das amostras de AH produzidas em fermentagdo
submersa com suco de caju clarificado em reator com aeracdo apds uma (1°=), duas (¢ —) e trés
(3% —) precipitagbes em EtOH,. Uma ampliagcdo do pico cromatogréfico de AH é mostrado no canto

superior esquerdo.

A presenga de proteinas foi verificada pela andlise da amostra de AH com
uso de detector de absorcdo no UV/Visivel a 280 nm (apdés uma e trés
precipitagbes em etanol e ressupensdes em solugao salina) conforme € observado
nas Figuras 4.42 e 4.43, respectivamente.
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Figura 4.42. Cromatograma da amostra de AH produzida em fermentacdo submersa com suco de
caju clarificado apds uma precipitacdo em EtOH. Rl (IR==)e UV/Vis em 280 nm(UV=).
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Figura 4.43. Cromatograma da amostra de AH produzida em fermentagcdo submersa com suco de
caju clarificado apos trés precipitagbes em EtOH .Rl (IR==)e UV/Vis em 280 nm(UV==). Uma
ampliacdo do pico cromatografico de AH é ilustrado no canto superior esquerdo.

O fracionamento polimérico da amostra de AH (ap6s uma e trés precipitacoes
em etanol e ressupensdes em solugdo salina) pode ser observado nas figuras
4.44 e 4.45., respectivamente.
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Figura 4.44. Fracionamento polimérico da amostra de AH produzida em fermentagcdo submersa
com suco de caju clarificado apds uma precipitagdo em EtOH no intervalo de 8,0 a 12,0 mL de
volume de eluicdo (correspondente ao intervalo de tempo de retencdo de 10 a 15 minutos).
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Figura 4.45. Fracionamento polimérico da amostra de AH produzida em Fermentagdo submersa
com suco de caju clarificado apds trés precipitagbes em EtOH no intervalo de 7,2 a 10,4 mL de
volume de eluigdo (correspondente ao intervalo de tempo de retengdo de 9 a 13 minutos).
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O percentual em area de cada massa molar na amostra de AH (ap6s uma e

trés precipitacbes e ressupensdes em solucdo salina) pode ser observado nas
figuras 4.46 e 4.47.
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Figura 4.46. Distribuicdo da massa molar da amostra de AH produzida em fermentagdo submersa

com suco de caju clarificado apés uma precipitagdo em EtOH com relagdo ao percentual da area
de fracionamento polimérico..
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Figura 4.47. Distribuicdo da massa molar da amostra de AH produzida em fermentagcdo submersa

com suco de caju clarificado apos trés precipitagbes em EtOH com relagdo ao percentual da area
de fracionamento polimérico.
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A amostra de AH produzida em fermentagdo submersa com suco de caju
clarificado em reator com suprimento de oxigénio, apos trés precipitacbes em

etanol e ressuspensdées em NaNOs (0,1 M) apresentou os seguintes valores para:
M_=1,52 x 10* Da e M,, =4,85 x 10° Da. A polidispersividade calculada para a

amostra foi de 3,19.
A figura 4.60 mostra a sobreposicao dos cromatogramas das amostras de
AH produzido por FSS, utilizando bagaco de caju e recuperado por lixiviagcao, apos
uma, duas e trés precipitacées em etanol e ressuspensdes em NaNO3 (0,1 M). As
condicdes cromatograficas empregadas nesta analise foram: solugcao de 0,1 M de
NaNO3 como fase mével, coluna Shodex OHPak SB806M HQ (7,8 x 300 mm),
fluxo de 0,8 mL/min, temperatura ambiente, volume de injecdo de 20uL e o indice
de refracao (RI) como sistema de deteccéao.
Um pico cromatogréfico intenso no intervalo de tempo de retencéo de 15 a
16 minutos é observado na figura 4.60, este pico é explicado pela presenca de
etanol nas amostras de AH (utilizado nas etapas de pré-purificagcéo). A figura 4.61
mostra o cromatograma de uma amostra de etanol 10% analisado nas mesmas

condi¢des cromatogréficas utilizadas para as amostras.

90
80-
70
60
50-
40- o
30- Y9 {0 11 12 _13
20 _ Tempo (minutos)

10- \
0- A
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Tempo (minutos)

Sinal do Detector RI (MV)

Sinal do Detector Rl (MV)

Figura 4.48. Sobreposigdo dos cromatogramas das amostras de AH produzidas em FES apds uma
(1°%=), duas (2 =) e trés (3% =) precipitacées em EtOH, Uma ampliagdo do pico cromatogréfico

de AH é mostrado no canto superior esquerdo.
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Figura 4.49. Cromatograma de uma amostra de etanol 10%, utilizando coluna Shodex, fluxo de 0,8
mL/min, solugédo de 0,1 M de NaNOz; como fase mdvel, temperatura ambiente, pressdo na coluna

de 220 psi, volume de injegdo de 20uL e o Rl como sistema de detecgao.

Com relagdo a presenca de proteinas tem-se as analises das amostras de
AH (ap6s uma e trés precipitacdes em etanol e ressupensées em solugéo salina)
apresentadas nas Figuras 4.50 e 4.51, respectivamente.
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Figura 4.50. Cromatograma da amostra de AH produzida em FSS uma precipitacdo em EtOH.RI
(IR==)e UV/Vis em 280 nm(UV=).
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Figura 4.51. Cromatograma da amostra de AH produzida em FSS apds trés precipitacbes em

EtOH. Rl (IR==)e UV/Vis em 280 nm(UV==). Uma ampliacdo do pico cromatogréfico de AH é

ilustrado no canto superior esquerdo.
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Figura 4.52. Fracionamento polimérico da amostra de AH produzida em FES solubilizada em

NaNQO; 0,1 M apds uma precipitacdo em EtOH no intervalo de 7,2 a 10,4 mL de volume de eluigdo
(correspondente ao intervalo de tempo de retencdo de 9 a 13 minutos)
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Figura 4.53. Fracionamento polimérico da amostra de AH produzida em FES apds trés

precipitagbes em EtOH no intervalo de 7,2 a 10,4 mL de volume de eluigdo (correspondente ao

intervalo de tempo de retencdo de 9 a 13 minutos).

O fracionamento polimérico das amostras de AH (ap6s uma e trés

precipitacbes em etanol e ressupensdes em solucao salina) pode ser observado

nas figuras 4.52 e 4.53, respectivamente.

O percentual em area de cada massa molar nas amostras de AH (ap6s uma

e trés precipitagcdes em etanol e ressupensées em solugcdo salina) é apresentado

nas figuras 4.54 e 4.55.
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Figura 4.54. Distribuicdo da massa molar da amostra de AH produzida em FES apds uma

precipitagdo em EtOH com relagcéo ao percentual da area de fracionamento pdlimérico.
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Figura 4.55. Distribuicdo da massa molar da amostra de AH produzida em FES apds trés

precipitagbes em EtOH com relagdo ao percentual da area de fracionamento pdlimérico.

A analise da amostra de AH produzida em FES, apéds trés precipitacdes em

etanol e ressuspensdes em NaNQO;3 (0,1 M) com relagdo a massa molar, obteve-se

n

os seguintes valores: M_= 7,97 x 10* Da e M, =223 x 10° Da. A

polidispersividade calculada para a amostra foi de 2,80.
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Com relacdo a distribuicdo de massa molar, pode-se afirmar que as amostras
de AH produzidas através da fermentacdo de suco clarificado em relagcdo ao AH
produzido a partir do suco in natura apresentam, apdés uma precipitacao em
etanol, um maior percentual de moléculas com massa molar na ordem de 10°. A
fermentagdo em estado sélido, conforme se observa nos resultados expostos,
gera AH de massa molar elevada (da ordem de grandeza de 10* e 10° Da),
enquanto que a fermentagao submersa produz maiores quantidades de AH massa
molar da ordem de 10® Da. Observa-se, também que durante as etapas de pré-
purificacdo perde-se significativas quantidades AH de massa molar mais baixa.
Com relacdo as proteinas, observa-se que a contaminagdo protéica € pequena
(comparando os sinais no detector), principalmente no AH obtido da fermentagao
em estado sélido.

Com relacao a polidispersividade, observa-se que é maior para a amostra de
AH produzido a partir de suco clarificado.

4.6. Analise Quimica por Espectroscopia no Infravermelho

Haxaire et al. (2002) em seu estudo sobre a hidratacdo do AH através de
andlises espectroscédpicas no Infravermelho apresentam que a assinatura

caracteristica desse polissacarideo no I.V. pode ser observada por:

1. Bandas em torno de 600 cm™ que correspondem as moléculas residuais
de H20. Vibragdes rotacionais da molécula inteira de H20;

2. A intensa banda que se estende entre 950 a 1200 cm™, correspondendo
as vibracoes de estiramento de C-O (vc.on) nos alcoois; O ombro em 1160

cm™" é atribuido ao C-O-C antisimétrico em grupos glicosidicos;
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3. Bandas na faixa de 1400 cm™, que seja de um simétrico vScoo™ no grupo
carboxilato simétrico [COO] ou o CO- no mesmo grupo que indica
assimetria, permitindo distinguir de duas porgdes do C=0 e 0 CO;

4. Bandas que se estendem de 1500 a 1700 cm™ e sdo0 a superposicdo de
bandas de amidas | e Il e as bandas e de varias bandas de carbonila e de

carboxila veoo;

5. Uma banda em torno de 2900 cm™, que é vc.1 (estiramento do C-H);

6. Uma banda larga e intensa que se estende de 2500 a 3600 cm™'. Esta é
certamente devido a estiramentos vn... € vo.u... € bandas que pertencem
aos grupos do N-H e ao O-H acoplados em ligacdes de hidrogénio. O
ombro em 3100 cm™ é caracteristico de um ressonancia de Fermi do vy ...

com sobretom da banda da amida II.

Figura 4.56. Representagdo do AH e os respectivos comprimentos de onda identificados para

cada grupo na molécula.
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As figuras 4.57, 4.58 e 4.59 apresentam os espectros no infravermelho do AH

produzido nos diferentes processos.
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Figura 4.57. Espectro no infravermelho obtido para a amostra de AH produzida em fermentacdo

submersa com suprimento de aeragao utilizando como substrato meio de suco de caju in natura.
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Figura 4.58. Espectro no infravermelho obtido para a amostra de AH produzida em fermentagcdo

submersa com suprimento de aeragéao utilizando como substrato meio de suco de caju clarificado.
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Figura 4.59. Espectro no infravermelho obtido para a amostra de AH produzida em fermentagcdo

semi-solida em reator de leito fixo.
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Figura 4.60. Espectro no infravermelho caracteristico do AH obtido por Haxaire et al. (2002).
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Observa-se que todos o0s espectros mostrados nas figuras apresentam as
assinaturas caracteristicas para moléculas de AH apresentadas por Haxaire et al.
(2002). Diferencas entre os espectros estdo intimamente ligados ao grau de
hidratacao da molécula e a caracteristicas de pureza dessas amostras.

O espectro obtido para a amostra produzida em FSS foi feito em pastilha de
KBr com analise em um equipamento FTIR (Fourier Transform Infrared) Bomem
MB-Series, Modelo B100, no Instituto de Quimica da Universidade Estadual de
Campinas, em enquanto as outras amostras (produzidas por fermentacao
submersa) foram analisadas diretamente em cristal de Germanio (técnica rapida)
em um equipamento Thermonicolet IR 200 do Laboratério de Sintese de
Substancias Orgénicas Bioativas do Instituto de Quimica da Universidade
Estadual de Campinas. Os espectros apresentados nas figuras 4.57 e 4.58
apresentam bandas préximas & 2500 cm™, caracteristicas do CO. . Nessa técnica,
a interferéncia da atmosfera de CO, gera essa banda de absor¢cdo no espectro,
mais atenuada para o espectro da figura 4.57 e mais intensa para o espectro

apresentado na figura 4.58.

4.7. Caracterizacao Reoldgica

O comportamento da viscosidade em funcdo da taxa de cisalhamento do
meio de fermentagédo ao longo do processo € mostrado nas figuras 4.61 e 4.62. A
figura 4.61 mostra o comportamento da viscosidade em fungcdo de y ao longo do

tempo de fermentagédo para o processo de producdo de AH com suco de caju in
natura. A figura 4.62 mostra a o comportamento da viscosidade ao longo do tempo
de fermentagdo para o processo com suco de caju clarificado. Em ambos os
casos, observamos ser crescente a viscosidade aparente do meio de fermentagéo,
isto é atribuido a evolucdo de AH no meio ao longo do cultivo submerso.
Observa-se pelo gréfico 4. 61, que, com o aumento de § a viscosidade

decai, para todos os perfis apresentados, no entanto esse comportamento muda
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em { aproximadamente igual a 672 s ', quando observamos o aumento da

viscosidade com o aumento da taxa de cisalhamento.

24

10 210 410 610 810 1010 1210 1410 1610

357

Figura 4.61. Comportamento da viscosidade em fun¢do da taxa de cisalhamento ao longo do

processo fermentativo (suco de caju in natura).
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Figura 4.62. Comportamento da viscosidade em fungéo da taxa de cisalhamento ao longo do

processo fermentativo (suco de caju clarificado).
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A mesma observagao pode ser feita para o grafico 4. 62, no entanto, é em
701 s que a viscosidade passa a aumentar com o aumento da taxa de
cisalhamento.

Esse comportamento de aumento da viscosidade com o aumento de 7y

observado para os perfis apresentados nas figuras 4.61 e 4.62 pode ser justificado
pelo enovelamento das cadeias poliméricas do AH.

As curvas de fluxo, que mostram a relacdo da tensdo de cisalhamento com
0 ¥ sdo mostradas nas figuras 4.63 e 4.64.

T, [Pa]

o0h
mih
A3h
X6h
X16h
®24h

0,01

10 100 1000 10000
Taxa de Cisalhamento, [1/s]

Figura 4.63. Comportamento da tenséo de cisalhamento em fungdo da taxa de cisalhamento ao

longo do processo fermentativo (suco de caju in natura).

Observa-se, portanto, a mudanca do perfl t em 672 s'. Tal
comportamento, justificado através do enovelamento das cadeias de AH, também
pode ser observado na figura 4.63.
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Figura 4.64. Comportamento da tenséo de cisalhamento em funcdo da taxa de cisalhamento ao

longo do processo fermentativo (suco de caju clarificado).

Através do ajuste log(t) = f [log (})] é possivel ajustar dois modelos de

Ostwald- Waele para cada perfil.

n=k(y)"’ (Equagdo 2.10)

Para o meio de suco de caju in natura fermentado, os parametros do
modelo de Ostwald- Waele sao mostrados na tabela 4.7. Os parametros do
modelo de Ostwald- Waele para meio de suco de caju clarificado fermentado sdo
mostrados na tabela 4. 8.
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Tabela 4.7. Parametros do modelo de Ostwald- Waele para meio de suco de

caju in natura fermentado.

1< 6725’ V> 6725
0 0,89 2,63 1,53 4,41
1 0,89 2,56 1,39 3,93
3 0,91 2,60 1,43 4,07
6 0,91 2,60 1,43 4,06
16 0,92 2,20 1,44 4,06
24 0,94 2,64 1,42 3,99

Tabela 4.8. Parametros do modelo de Ostwald- Waele para meio de suco de

caju clarificado fermentado.

<701 s’ ¥>701s™
0 0,80 2,55 1,39 4,18
2 0,81 2,55 1,40 4,20
4 0,84 2,47 1,41 4,08
12 0,89 2,55 1,40 3,99
24 0,96 2,67 1,43 4,01

Assim, observamos o meio de fermentagado para y< 672 s™ (in natura) e y<
701 s (clarificado) comportando-se como um fluido pseudoplastico e para >
672 s (in natura) e ¥> 701 s (clarificado) comportando-se como um fluido

dilatante.
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4.8. Clarificacdo do Suco de Caju

A clarificacdo do suco de caju, feita conforme Cianci et al. (2005)
apresentou perfil de fluxo acumulado (Ja) e fluxo permeado pontual (Jp)
mostrado nas figuras 4.65 e 4.66.

0.5 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0
tempo, (h)

Figura 4.65. Perfil do fluxo acumulado (Ja) ao longo do tempo de processamento.

4
-0.5 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0 3.5 4.0 4.5 50

tempo, (h)

Figura 4.66. Perfil do fluxo pontual (Jp) ao longo do tempo de processamento.
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O modelo matematico exponencial para o fluxo acumulado ao longo do

tempo foi ajustado pela linearizagdo da equacgéo 4.15., aplicando, algebricamente,

as etapas descritas pelas equacdes 4.16 a 4.20.

J=J,+,=J)e™

J-J)=,—J)e™

In(J -J,) =l -7, )e |

In(J)=1In(J, —Jf)-ln(Jf)—ln(Jf)'/it

ln(J):M-ln(Jf)—ln(Jf)vit

In(J )

In(J) =In(J,)~In(J ,)- Ar

(Equacéao 4.4)

(Equacao 4.5)

(Equacao 4.6)

(Equacao 4.7)

(Equacao 4.8)

(Equacéo 4.9)

Dessa forma, um ajuste linear de uma curva de In(J) ao longo do tempo nos

daria os parametros para o ajuste exponencial.
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Figura 4.67. Ajuste linear de In(Ja)ao longo do tempo .

O ajuste mostrado na figura 4.67 tem fortissima correlacdo entre as
variaveis, demonstrado pelo R? para o ajuste, que foi de 0,9819.

A equacédo 4.10 traz o modelo ajustado conforme a equacgao 4.9.

2.8718-0.1026t = In(J, ) (Equagao 4.10)

Considerando J; como sendo Ja no tempo de 260 minutos, 11,745 kg/h.m?,
teremos como a taxa de decaimento (1) 0,0416 kg.h™".
O comportamento linearmente crescente para o fator de concentracao e a

massa permeada ao longo do processamento sdo apresentados na figura 4.68.
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Figura 4.68. Comportamento da massa permeada e do fator de concentragdo ao longo do tempo

de processamento .
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O processo de clarificagdo do suco de caju mostrou que a redugao do teor

de taninos foi significativa, assim, no suco in natura o teor de taninos estava em

torno de 0,34%, enquanto que no clarificado o percentual foi de 0,021%.
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CAPITULO

o

Conclusoes

Este capitulo traz as conclusbées deste trabalho. Traz, portanto as
conclusées sobre a produgcdo do AH em via fermentativa utilizando caju
como substrato em processos conduzidos em meio liquido e meio sdlido.
Ao final do capitulo sdo apresentadas sugestées para trabalhos futuros.

5.1. Conclusoes

o A conservacao e preparo do estoque de culturas ultracongeladas deve
ser feito rigorosamente pois influencia diretamente na producéo de
AH.

o O ensaio para a determina¢do da melhor forma de pré-cultivo da cepa
de Streptococcus equi subsp. zooepidemicus ATCC 39920 mostrou
que os melhores resultados para a producdo de AH e crescimento
celular foram obtidos com o pré-cultivo em BHI, inéculo propagado em
suco de caju e fermentacdo conduzida em suco de caju

suplementado.
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o O tempo adequado para a propagacdo do inoculo foi de 12 horas,

quando as células estdo em fase exponencial de crescimento. A
adaptacdo da cultura ao meio liquido no preparo do inéculo teve
duragao média de aproximadamente 8 horas.

Todos os ensaios fermentativos apresentaram parametros cinéticos
coerentes aos dados obtidos pela caracterizagdo da fermentagéo,
com ajustes lineares para os fatores de rendimento e velocidade
especifica de crescimento celular.

Os processos de producao de AH em por fermentacdo mostraram que
o crescimento e a produgédo de AH sao influenciados pelas condi¢coes
de aeracao do meio, desse modo, processos conduzidos em auséncia
de aeracao forgcada apresentaram resultados para crescimento celular
e evolugao de biomassa inferiores aos obtidos em sistemas agitados e
aerados. O favorecimento das condicdes de aeracdo do meio,
observados em ensaios em reator mostram que Py aumenta em
aproximadamente 65% e Pp em 77% em processos conduzidos com
suplementacdo de oxigénio quando comparados a processos sem

aeragao forgada.

Ensaios comparativos entre processos conduzidos com suco de caju
in natura e clarificado mostram que a redugdo dos taninos no suco
clarificado ndo produz diferengas expressivas na produtividade ou
crescimento celular (em torno de 6%).

Estudos preliminares da producdo de AH em meio sélido, conduzidos
em reatores de leito fixo mostram que ha factibilidade da producao
deste biopolimero através desse tipo de processo. Valores obtidos

para a producado de AH em FES chegaram a 0,0070 g de AH/ g de
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bagaco de caju, numa produtividade de 0,00029 g de AH g por cada 1
g de bagaco em uma hora.

Estudos da transferéncia de oxigénio no meio sélido mostram que ha
grande limitacdo, expressa pelo médulo de Thiele observado (®), de
oxigénio dentro do bagaco, o que sugere estudos mais aprofundados
para otimizacdo desse processo. O K;a obtido pelo balanco de
oxigénio no cultivo nao foi constante ao longo do processo, tal
variagao pode estar relacionada com o teor de umidade e a espessura
do filme liquido externo que também variam ao longo do tempo de
fermentagdo, assim maiores valores para o teor de umidade

significam menores valores para o K;a.

O K,a observado para os processo de fermentagdo submersa com
suco de caju in natura foi de 0,020 s' enquanto que para a
fermentacdo com suco de caju clarificado o K;a foi de 0,008 s.A
diferenca no K;a nas duas situagdes, certamente esta relacionada
com as mudangas fisico-quimicas do meio pelo incremento na

produgao de AH e células.

A massa molar do AH produzido por fermentagcdo sem aeragao
forgada flutuou entre um minimo valor de 17106 Da, no tempo inicial
de fermentacdo e um valor maximo observado ao final do ensaio (24
h) de 19748 Da. Ao longo da fermentacao, os valores para a massa
molar apresentaram-se dispersos em torno de um valor médio de
18390.5 Da.

Para o AH produzido com suprimento de oxigénio nos processos de
fermentacdo submersa e em estado sélido a caracterizagdo para o
fracionamento e quantificacdo da massa molar do AH, apés uma

precipitagdo em etanol mostrou um maior percentual de moléculas
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com massa molar na ordem de 10°. A fermentacdo em estado sélido
gerou AH de massa molar elevada (da ordem de grandeza de 10* e
10° Da), enquanto que a fermentagcdo submersa produziu maiores
quantidades de AH massa molar da ordem de 10° -10* Da.

o Perdas nas etapas de pré-purificacao sao significativas para AH de
massa molar mais baixa.

o A contaminagao por proteinas, observada comparando os sinais no
detector, sdo pequenas, principalmente no AH obtido da fermentagao
em estado sélido.

o A polidispersividade, observada para todas as amostras é maior que
2. Polidispersividade maior que 3 € encontrada para 0 processo com
suco clarificado.

o No estudo da clarificagdo do suco de caju, observou-se que o fluxo
permeado segue um modelo exponencial que pode ser linearizado. A
taxa de decaimento do fluxo permeado acumulado ajustado pelo
modelo foi 0,0416 kg.h™" para as condicées do ensaio.

5.2. Sugestdes para Futuros Trabalhos

o Estudos de preparo do inéculo em suco clarificado visando a melhor
adaptacao do microrganismo, observando os efeitos da adaptacdo da cepa
na producao de AH.
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o Estudos de otimizacdo da transferéncia de oxigénio na fermentacao

submersa utilizando suco de caju como substrato.

o Estudos da influéncia da suplementacao de sais e de nitrogénio na producao
de AH.

o Estudos de modelagem dos processos fermentativos conduzidos em suco de

caju.

o Estudos de modelagem matemética para a FES em reatores de leito fixo.

o Estudos de transferéncia de oxigénio no cultivo em estado solido para
produgao de AH visando contornar a limitagéo a transferéncia de massa no

interior do bagaco.

o Estudos reolégicos do AH produzido na fermentagéo submersa e semi-sélida
a fim de investigar caracteristicas desse polimero e seu comportamento

reolégico.
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Anexo

O apéndice deste trabalho traz a padronizagdo e validagdo da
metodologia analitica da metodologia analitica usada na caracterizagdo
da fermentagéo e do AH produzido.

A. Adequacao e Validacao da Metodologia Analitica

As andlises cromatograficas foram realizadas para a quantificagdo dos
acucares sacarose, glicose e frutose, e também do acido hialurénico.

A adaptacdo da metodologia analitica foi feita tomando por base trabalhos
densenvolvidos para analises semelhantes. O procedimento foi padronizado e
perfeitamente seguido apds a sua validagéao.

A validacdo de métodos é um aspecto vital da garantia da qualidade
analitica. (Barros, 2002).
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A.1. Determinacao Quantitativa de Acucares

Inicialmente foi verificado que a presenca de acido hialurénico no meio de
fermentacdo causa interferéncias no método de determinacdo de acucares.
Amostras de AH em meio aquoso, tratadas pela metodologia de quantificacéo
adotada por Miller (1959), método do reagente DNS, produziram evolugéao de cor
durante a reacdo usada como controle. Para reduzir ou eliminar essas
interferéncias, foram implementadas metodologias cromatograficas em
substituicdo aos métodos quimicos tradicionalmente usados para determinacéo de
acucares.

Nos ensaios realizados para a quantificagdo dos acgucares utilizando
sistemas de CLAE em fase reversa com coluna de octadecilsilano (C18),
observou-se que ndo houve separagado cromatografica entre os agucares, assim
como foi observado e descrito por Nascimento et al (2003), que verificou a
separacgao pelo pico da sacarose e o pico unico equivalente a glicose e frutose. Os
ensaios foram feitos a 25 °C com duragdo de até 20 minutos. Diante desse
resultado, a quantificagdo, foi expressa como conteudo total de aguUcares
sacarose, glicose e frutose presentes nas amostras. Um cromatograma tipico
dessa andlise € mostrado na Figura A.1.

Para assegurar uma ampla identificacdo do pico cromatogréafico obtido e
sua correspondéncia a mistura foram feitas adicbes sucessivas de padroes de
acucares as amostras analisadas. Fez-se adicdo, separadamente, de sacarose,
glicose e frutose. A resposta analitica foi crescente, no tempo de retencao
identificado, para adicdo de acucar, 0 que nOS assegura que O pico
correspondente ao tempo de retencdo médio de 5 minutos corresponde aos
acucares em mistura.

Calibragdes isoladas também foram feitas, com solugdes padrao de cada
um dos agucares (sacarose, glicose e frutose) seguindo a mesma metodologia de

preparo das amostras e empregando a mesma fase mével, acetonitrila-agua
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(20:80 v/v), em mesmo fluxo e sob as mesmas condigdes de temperatura (25°C).
A calibracao obtida foi comparada a obtida da mistura dos acucares.

_

Figura A.1.. Cromatograma caracteristico para a mistura de agucares.

A Figura A.2. mostra a curva da resposta analitica em fungédo da
concentracao do analito para a anélise dos padrdes da mistura de agucares.

Os valores obtidos para a resposta analitica, a area do pico cromatografico,
nas determinacbes feitas para a curva padrdo da mistura de acgucares,
apresentam grande dispersdao em torno de seu valor médio, o que, em parte, pode
ser justificado pelo fato de serem feitas determinagdes em mistura de agucares,
que se da por nao ter havido separacdo cromatografica nas condicoes
empregadas.
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Figura A.2. Curva da resposta analitica em fungao da concentragdo do analito na
calibracdo do método de analise de agucares.

Na Figura A.3. é apresentada a curva da resposta analitica em fungéao da
concentracao de sacarose, glicose e frutose feitas nas concentragbes de 0,2 g/L,
0,6 g/L e 1,0 g/L, para a calibragdo individual de cada um dos agucares.

Como podemos observar, pela curva, a dispersdo dos valores obtidos para
resposta analitica (area do pico) para cada agucar sdo bem menores em relagao
aos observados nas determinagdes da mistura, o que reforca a nossa justificativa
inicial a dispersao dos valores obtidos para a determinagcdo da mistura. Assim,
determinagdes feitas para um Unico agucar apresentam menores desvios em
relacdo ao valor médio para a resposta analitica, indicando maior precisao na
andlise.

As funcOes obtidas para os ajustes lineares, calculadas pelo método dos
minimos quadrados, nos indicam que a calibracao para medida de agUcares como
mistura aproxima-se das demais calibragdes, 0 que nos garante a possibilidade de
usa-la como método analitico seguro para a quantificacdo do conteiudo de

acucares no meio de fermentacao.
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As equagdes A.1, A.2, A3 e A.4, ajustes lineares para as calibragdes nas

determinagbes de sacarose, glicose, frutose e para a mistura de acucares,

respectivamente, mostram certa similaridade entre as inclinagdes e o0s seus

interceptos.
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Figura A.3. Curva da resposta analitica em fungdo da concentracdo de sacarose,
glicose e frutose nas calibragées individuais.

Area do Pico = 2,7838 x 10°+1.9983 x 10° [Sacarose]

Area do Pico = 3,2306 x 10°+1.998 x 10° [Glicose]

Area do Pico = 2,6081 x 10°+1.8827 x 10° [Frutose]

Area do Pico = 2.3572 x 10°+2.0775 x 10° [AgUcares]

(Equacao A.1)

(Equacao A.2)

(Equacéao A.3)

(Equacéo A.4)
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Os valores para os coeficientes de correlagdo R? sdo mostrados na tabela

A1

Tabela A.1. Coeficientes de correlacdo (R?) para as calibragcdes obtidas.

Calibracao Coeficiente de Correlacao (R?)
Sacarose 0,9695
Glicose 0,9504
Frutose 0,9663
Mistura 0,9769

Pelos valores apresentados na tabela A.1. associados com a caracterizagao

feita por Brito et al.(2003), temos que, para todas as determinagdes, as

correlacdes sao fortissimas.

A linearidade foi avaliada levando-se em conta os valores de R? obtidos.

Dessa forma, visualmente observando a curva de calibracdo para os valores

médios das areas dos picos para a mistura, aceita-se a linearidade na faixa de

concentracao adotada para a calibragao.
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Figura A.4. Curva de ajuste médio e curva de valores preditos vs. valores observados.
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O método apresentou uma sensibilidade de 2,077 x10°, que significa que a
alteracdo de uma unidade na concentracao leva a alteracdo 0,00000048146
unidade no sinal/ resposta (area do pico).

Os limites de deteccao e quantificacdo obtidos pelas equacdes 3.4 e 3.5
respectivamente, mostram que ha possibilidades, usando essa metodologia
analitica, de se observar a existéncia através de detecgcdo analitica, de agucares
em concentracdes acima de 0,15 g/L ao passo que a quantificacdo s6 podera ser
efetuada com significancia estatistica em concentracdes acida de 0,5 g/L, desse
modo, concentragdes entre 0,15 e 0,5 g/L poderdo ser detectadas, mas nao
poderdo ser seguramente quantificadas.

A.2. Determinacao da Concentracao Celular

A determinagdo da concentragdo celular foi feita através de leituras da
densidade 6tica a 600 nm, DOegno , @ qual foi correlacionada com a massa celular
seca. A principal vantagem dessa metodologia é a sua praticidade, bem como a
reducdo do tempo de analise. Enquanto que em uma determinagao gravimétrica,
12 horas, no minimo sdo gastas para que se obtenha o conteldo em biomassa,
em leituras de DOgyo apenas alguns minutos sdo dispensados para essa
determinagao.

A curva de calibracdo entre a DOgyo € a massa seca de células para a
determinagdo da biomassa bacteriana produzida na fermentacdo submersa é
apresentada na Figura 4.5. A correlagdo entre as leituras da D.O.e00 € a
concentragao celular determinada mostra a viabilidade de seu uso como método
analitico.

A fungdo de resposta analitica mostrou-se linear com o aumento da
concentracao celular. A boa repetitividade, pode ser observada pelos desvios-

padrao associados aos pontos da calibragao.
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Figura A.5. Curva da resposta analitica em fungdo da concentragdo do analito na calibragdo do
meétodo de anélise do contetido em biomassa correlacionando com Densidade dptica.

A correlagédo entre DOgoo € concentracdo celular apresentou-se fortissima,
seguindo a definicdo de Brito et al.(2003) para um coeficiente de correlagdo R?
igual a 0,9980.

A funcéo analitica obtida para a resposta na calibracdo é mostrada pela
equacao A.5.

DOgpo = 0.1799+1.485 x [Células] (Equacéao A.5)
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Area do Pico
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Figura A.6. . Curva de ajuste médio e curva de valores preditos vs. valores observados.

A sensibilidade do método analitico, numericamente igual a inclinagado da

curva de calibracédo para a resposta analitica € igual a 1, 485, nos informando que,

para o acréscimo de uma unidade na concentracao teremos a resposta analitica

0,

67 vezes maior.

Através dessa metodologia analitica, pode-se detectar a presenca de

células em concentragcbes superiores a 0,02 g/L e, seguramente quantificar

concentracoes superiores a 0,068 g/L de células. Dentro do intervalo entre 0,02 e

0,068 ¢g/L ha a possibilidade, apenas, de deteccdo, ndo sendo segura a

quantificacdo com uso da calibracao analitica.

A.3. Determinacao da Concentracao de AH

A concentracao de AH foi adaptada da metodologia de Beaty et al. (1984).

A grande vantagem desse método é o fato de que nao ha necessidade de

se obter um padrdo analitico comercial para AH, que, pode ser substituido por

padrées obtidos da propria separagéao do AH do meio de fermentacéo.
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Ha, para tanto que se observar a rigorosa secagem do AH produzido e
recuperado do meio com nitrogénio, para que nenhum residuo de etanol possa
contribuir com o erro na determinacdo massica feita na etapa da calibracdo. A
identificacdao da concentracao nominal de AH é feita por gravimetria enquanto que
a real concentracao de AH existente na massa precipitada e recuperada é obtida
pelo método do reagente carbazol.

Através de determinagbes cromatograficas, feitas com uso do sistema
CLAE anteriormente descrito, fez-se uma calibragao, inicialmente considerando a
concentracdo nominal e, posteriormente corrigindo as concentracbes para

concentracdes reais obtidas com uso do método quimico.

N

Figura A.7. Cromatograma obtido para a calibragdo do método de determinacdo da
concentracao de AH
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Figura A.8. Curva da resposta analitica em fungdo da concentragdo do analito na calibragdo do
meétodo de analise da concentragcdo de AH (concentragdo nominal e concentracéo real).

A Figura A.7. mostra a resposta analitica em fungdo das concentracdes
nominais e reais de AH no analito. A correspondéncia entre a concentracao
nominal de AH obtida por gravimetria e a obtida pela determinacao quimica,

especifica para AH, é dada pela equacao 4.6.

[AH real=[AHnomina /10 (Equacéo A.6)

De modo que, uma amostra que tenha como valor nominal para
concentracdo de AH 1 g/L, na verdade devera conter, em média 0,1 g/L de AH.
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Figura A.9. Dispersdo de valores obtidos para a calibracdo do

concentragdo de AH.
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Figura A.10. Curva de ajuste médio e curva de valores preditos vs. valores observados.

A correlacdo entre a concentracdo de AH na amostra e a area do pico

obtido para cada analise cromatografica é fortissima,visto que o coeficiente R? é
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igual a 0,9905 para a calibragéo, aceitando-se, portanto, a linearidade da curva no
intervalo usado para a calibragao.

A funcéao analitica ajustada para os valores da disperséo foi:

Area do Pico = 51101,9365+7,0295x10°X[AH] (Equacédo A.7)

A sensibilidade do método, determinada pelo ajuste linear por minimos
quadrados foi 7,0295x10°.

Os limites de deteccdo e quantificacdo, respectivamente obtidos pelas
equacgdes 3.4 e 3.5, foram 0, 009 g/L e 0,3 g/L. Assim, 0, 009 g/L € a menor
concentracao que se pode detectar e 0,3 g/L é a menor concentracdo de AH que
se pode quantificar com segurangca e significancia estatistica com uso da
calibragdo, o intervalo intermediario de concentracdo ndao pode ser, seguramente

quantificado, embora possa ser detectado pelo equipamento.

A.4. Determinacao da Massa Molar do AH Produzido

A calibracao analitica para a determinagdo da massa molar do AH foi feita
indiretamente, através de injecao de padrdes cromatograficos de Dextrana para
determinacdo de massa molar.

A determinacao das diferencas entre as massas molares foi feita através da
diferenca entre os tempos de retencdo das amostras e a curva de calibracao foi
obtida pela linearizagdo da curva exponencial seguindo a equagao A.8.

Log(My) = £(T:). (Equacao A.8)
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A principal vantagem desse método é o fato de se poder determinar a
massa molar do AH simultaneamente a determinacdo da concentracao, visto que
o sistema cromatografico € o mesmo usado nas duas metodologias.

O comportamento da massa molar em fung¢édo do tempo de retencao, obtido
para os padroes de dextrana é mostrado na Figura A.11.
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Figura A.11. . Comportamento da massa molar de dextrana em fungdo do tempo de retencao
da amostra.

Log(Mw)

75 8.0 8.5 9.0 9.5 10.0 10.5

Tr, (min)

Figura A.12. . Curva linearizada para a calibragdo do método de determinacdo da massa molar
do AH.
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A Figura A.12. apresenta o comportamento linear do Log(Mw) em fungéo de
T.

A funcgao analitica obtida para a calibracdo e para a linearizagado da curva
de calibragdo da massa molar sdo mostradas nas equagdes A.9. e A.10.,

respectivamente.

Mw = 5.7525E 15x g(#6934-1) (Equacéo A.9)
Log(Mw) = 15.7599-1.1697x T, (Equacéo A.10)
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Figura A.13. Valores observados vs. valores preditos para a calibragdo do método de
determinagdo da massa molar.

O coeficiente de correlacdo obtido para a linearizagdo da fungao
logaritimica da Mw foi 0,9941, mostrando, portanto, uma forte correlagdo entre

Mw e Tr nas determinagbes cromatograficas.
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A.5. Determinacao do Teor de Polifenois

A calibracado para polifenois foi feita com o intuito de avaliar o teor total de
taninos no suco de caju.

A curva abaixo apresentada traz o grafico analitico entre a concentracao de
D-catequina padrao e a absorbancia a 760 nm.
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Figura A.14. . Curva de calibracdo do método de determinagéo de polifenois no suco de caju.

A calibragdo analitica apresentada na equacao A.11. mostra que ha uma
correlacao fortissima em perfil linear para a absorbdncia a 760 nm e a
concentragdo de polifenois, que podemos observar pelo valor do r’ que foi de
0,98.

Absorbancia = 0,0918+93,6336*[D-Catequina] (Equagao A.11)
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A sensibilidade do método, determinada pelo ajuste linear por minimos
quadrados foi 93,6336.

Os limites de deteccdo e quantificacdo, respectivamente obtidos pelas
equacoes 3.4 e 3.5, foram 0,0029 g/L e 0,0098 g/L.
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