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Resumo

Varios processos biotecnoldgicos baseiam-se no desenvolvimento de microrganismos num
meio bifasico formado por uma emulsdo do tipo 6leo-em-agua. Um exemplo deste sistema consiste no
meio utilizado na biotransformacao de ricinoleato de metilo em y-decalactona, pela levedura Yarrowia
lipolytica. A y-decalactona € um composto aromatico de interesse industrial, que resulta da f-oxidagéo
peroxisomal do ricinoleato de metilo.

A concentragdo de oxigénio dissolvido no meio € um factor interveniente na via metabolica
implicada na biotransformagdo. Assim, a caracterizagdo da capacidade de transferéncia de massa de
oxigénio do ar para o meio bifasico reveste-se de grande importancia para a optimizagdo do processo
em bioreactor.

Neste trabalho foi desenvolvida uma correlagdo empirica para prever o K;a em fungdo das
condi¢bes de operagdo (agitagdo e arejamento) ¢ da composi¢do do meio de biotransformagdo em
fracgOes organicas de 6leo e de surfactante, no biorreactor. Isto permitiu seleccionar condigdes de
operagao para estudar o efeito do K;a na produgdo de y-decalactona. Apesar de se verificar que o k;a
influencia a producdo de y-decalactona ndo foi possivel estabelecer uma relagdo directa entre estas
duas variaveis.

Foi igualmente objectivo deste trabalho avaliar a sensibilidade de Yarrowia lipolytica a
concentragdes elevadas de oxigénio, com o intuito de averiguar a possibilidade de aplica¢do de ar
hiperbarico como forma de melhorar a capacidade de transferéncia de oxigénio para o meio.

Verificou-se que a aplica¢ao de pressoes de ar de 0.5 MPa na fase de crescimento da levedura
estimula o crescimento celular. Porém, na fase de biotransformacio, a aplicagdo de pressoes de ar
acrescidas nao favorece o processo.

A acumula¢do de y-decalactona pode variar muito com as actividades das enzimas da
B-oxidagdo que degradam o seu precursor directo, o acido 4-hidroxidecanoico. Essas actividades sdo
influenciadas pelas condigdes de pressao e oxigénio aplicadas na biotransformacao.

A maior produgdo de y-decalactona (328 mg.L™") foi obtida no biorreactor Parr, aplicando
pressoes de 0.1 MPa durante as fases de crescimento e biotransformagdo, com uma agitagdo e

arejamento de 400 rpm e 0.9 vvm, respectivamente.



Abstract

Numerous biotechnological processes are based on the development of microorganisms within
a biphasic medium formed by an oil-in-water emulsion. One example of such a system is the medium
used in the biotransformation of methyl ricinoleate into y-decalactone, carried out by the yeast
Yarrowia lipolytica. y-Decalactone is an aroma compound of industrial interest, resulting from the
peroxisomal -oxidation of methyl ricinoleate.

The dissolved oxygen concentration in the medium is an intervening factor in the metabolic
pathway involved in the biotransformation. Therefore, the characterization of oxygen mass transfer
capacity from air to biphasic medium is very important to optimize the process within the bioreactor.

In this work, an empirical correlation was developed to predict K;a as a function of operating
conditions (agitation and aeration) and of organic and surfactant fractions in the biotransformation
medium, within the bioreactor. This enabled then to select operating conditions to study the effect of
K;a on y-decalactone production. Although K;a influenced y-decalactone production, it was
impossible to establish a direct correlation between these two variables.

Another aim of this work, was to evaluate the sensibility of Yarrowia lipolytica at high oxygen
concentrations, with the purpose of checking the possibility of using hyperbaric air to enhance the
oxygen mass transfer capacity into the medium.

It was observed that hyperbaric air applications of 0.5 MPa during the yeast growth phase,
improved the cellular growth. However, the use of hyperbaric air during the biotransformation did not
improve the process.

v-Decalactone accumulation can vary a lot with the activities of the peroxisomal B-oxidation
enzymes, that degrade its direct precursor, 4-hidroxydecanoic acid. Those activities are influenced by
pressure and oxygen conditions applied in the biotransformation.

The highest production of y-decalactone (328 mg.L™") was obtained in the Parr bioreactor,
using a pressure of 0.1 MPa during the growth and biotransformation phases, with agitation and

aeration conditions of respectively 400 rpm and 0.9 vvm.
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NOTAS

De um modo geral, utilizaram-se as unidades do Sistema Internacional (SI). Recorreu-se
varias vezes a multiplos e submultiplos das unidades fundamentais, tendo-se utilizado algumas
unidades que embora ndo sejam do SI, a sua utilizagdo ¢ de uso corrente, sendo permitidas por este
sistema.

Expressaram-se ainda algumas varidveis em unidades que, embora nao reconhecidas pelo SI,
sdo utilizadas comummente, razdo pela qual foram utilizadas neste trabalho. Foi o caso da utilizagdo
da percentagem volumica (% v/v), para designar a composi¢do do meio de biotransformacdo, das
rotagdes por minuto (rpm), para designar a velocidade de agitagdo do biorreactor e do volume de gas,
por volume util de reactor, por minuto (vvm), para designar o caudal de arejamento.

Foram adoptadas as siglas inglesas para as taxas de consumo e de transferéncia de oxigénio,

devido a inexisténcia de siglas convencionais portuguesas.



1 Introducao

Neste capitulo é feita uma contextualiza¢do ao tema do trabalho, assim como a apresentacdo

dos seus objectivos.
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A exigéncia de producdo de aromas tem vindo a aumentar como resultado do aumento
da produgdao de alimentos processados. A maioria dos aromas sao produzidos por meios
quimicos, contudo, os aromas naturais sdo obtidos principalmente a partir de plantas, em
pequenas quantidades, sendo extremamente caros. A sintese quimica de compostos
aromaticos geralmente requer numerosas etapas. O clima, as variagdes sazonais, os factores
socio-econdmicos e politicos podem conduzir a constantes quebras no fornecimento de
aromas naturais. Por outro lado, devido as preferéncias dos consumidores, tornou-se
importante que os aromas utilizados fossem designados por naturais. Assim, produtos
derivados de bioprocessos a partir de substratos naturais sdo, em principio, definidos como
“naturais” caso ja tenham sido identificados em plantas ou em outras fontes naturais
(Schrader, 2004).

Esta percepcao do “natural” como melhor do que o “artificial” levou a um aumento da
exigéncia dos compostos de aroma naturais. Por esta razdo, surgiu um forte interesse na
producao biotecnoldgica destes compostos (Lee, 1995).

A fermentacdo microbiana ¢ encarada como um meio potencial para produgdo de
substancias aromaticas naturais (Lee, 1999). Até agora, varios compostos aromaticos como
acidos, alcoois, aldeidos, ésteres, lactonas, pirazinas e terpenos foram descritos por serem
produzidos por muitos microrganismos incluindo fungos, leveduras e bactérias (Lee, 1995).

Lactonas, como a y-decalactona, sdo aromas bem conhecidos numa grande variedade
de alimentos e bebidas, pelo que a industria alimentar esta particularmente interessada na sua
producdo biotecnologica. Neste campo, uma das aplicagdes melhor conhecidas ¢ a
biotransformacdo do 4cido ricinoleico (derivado do o6leo de ricino) em 7y-decalactona
catalisada por leveduras. Este processo envolve uma degradacao do substrato pela B-oxidagao
peroxisomal, levando a formacgdo do &cido-4-hidroxidecanoico que cicliza originando
y-decalactona. Uma das leveduras capazes de realizar esta biotransformagdo ¢ Yarrowia
lipolytica.

Trabalhos recentes indicam que a disponibilidade de oxigénio no meio podera ser um
factor relevante na determinacdo dos produtos resultantes da biotransformagao, pelo que se
torna necessario caracterizar a transferéncia de massa de oxigénio do ar para o meio de
biotransforma¢do, de modo a optimizar o processo. Por outro lado, o facto da levedura
Yarrowia lipolytica ser um microrganismo estritamente aerdbio, também contribui para a

necessidade desta caracterizacao.
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A optimizagdo das condigdes de arejamento inclui o estudo do efeito das condi¢des de
operacgdo e composi¢do do meio no coeficiente de transferéncia de massa de oxigénio para um
meio bifasico, como o utilizado neste trabalho, e o seu impacto na produ¢do do aroma. A
optimizagdo do arejamento contempla ainda o estudo da aplicacdo de ar hiperbarico para
aumentar a solubilidade do oxigénio no meio.

O aumento da pressao total de ar (dentro de certos limites), em biorreactores utilizados
para cultura de leveduras, ¢ um meio eficiente de resolver as limitagdes de oxigénio que
condicionam muitos processos biotecnoldgicos (Belo, 1999).

Neste trabalho pretende-se caracterizar a transferéncia de oxigénio num meio de
cultura bifasico (fase aquosa e organica), de modo a que, recorrendo a essa informagao, seja
possivel optimizar as condi¢des de operacao da biotransformag¢do do ricinoleato de metilo em
y-decalactona pela levedura Y. lipolytica. E ainda objectivo deste trabalho, avaliar a
sensibilidade desta levedura a concentragdes elevadas de oxigénio dissolvido, com o intuito
de investigar a aplicabilidade de pressdes acrescidas de ar como meio de aumentar a

disponibilidade de oxigénio no meio de cultura.
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Numa primeira fase, ¢ realizada, neste capitulo, uma caracterizagdo do composto aromatico y-
decalactona, assim como da levedura utilizada neste trabalho para o produzir, Yarrowia lipolytica. Sdo
igualmente abordadas as vias de produgdo e degradacdo de y-decalactona.

Numa fase posterior, ¢ feita uma breve abordagem sobre o processo de biotransformagdo em
meios bifasicos e sobre a transferéncia de massa nestes sistemas.

Por fim, devido a importancia do oxigénio nos processos aerobios, da-se especial relevo a
utilizagdo de pressdo nestes processos, discutindo-se as consequéncias do aumento da pressdo parcial

de gases dissolvidos em culturas de levedura Yarrowia lipolytica.
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2.1 O composto aromatico y-decalactona

As lactonas sdo moléculas que possuem um ciclo carbonado que comporta um 4tomo
de oxigénio. Esta estrutura resulta da esterificacao intramolecular (ou ciclisacdo) de um &cido
hidroxilado. As lactonas sdo muito interessantes na industria alimentar devido ao seu aroma a
fruta. Encontram-se naturalmente numa uma vasta variedade de alimentos (frutas, leite e seus
derivados, carnes e alguns alimentos fermentados).

A producdo de lactonas a partir de derivados de 6leos por meio de leveduras tem sido
efectuada a nivel industrial. Geralmente, as patentes e artigos sobre este assunto descrevem a
bioconversio' de um 4cido gordo hidroxilado em que a posi¢do do grupo hidroxilo (carbono y
ou carbono 0) determina que lactona serd produzida (y ou 8) (Feron, 1997).

A produgdo microbiana de lactonas resulta na mesma configuracdo enantiomérica das
lactonas encontradas em péssegos e noutros frutos (Schrader, 2004).

A lactona mais importante para aplicagdo aromatica ¢ a y-decalactona (C,oH;30,), com
um volume de mercado de varias centenas de toneladas por ano. Tem um aroma a péssego,
um odor extraordinariamente persistente € um sabor muito forte a pé€ssego em concentragdes
abaixo dos 5 mg.L"". No inicio dos anos 80, a y-decalactona natural era um aroma raro e
extremamente caro (> US$ 10 000 Kg'). A subsequente introdugdo e optimizagio de
processos microbianos resultou numa descida de preco para aproximadamente US$ 300 Kg™
e numa quota anual de mercado, de véarias toneladas (Schrader, 2004).

E considerada como um aditivo alimentar GRAS (Generally Regarded As Safe) pela
organizacdo US Food and Drug Administration (Arctander, 1969).

O 4cido ricinoleico (acido 12-hidroxioctadec-9-enoico), ¢ um acido gordo hidroxilado
Cis que, na forma esterificada, ¢ o maior constituinte (cerca de 80 %) do 6leo de ricino (o que
faz dele um composto abundante), sendo o precursor mais vulgarmente utilizado na producao
de y-decalactona. Esta pode ser produzida por biotransformacio” a partir desse éacido

hidroxilado por diversas espécies de microrganismos, principalmente por leveduras.

! Entenda-se por bioconversdo, uma modificacdo bioquimica, compreendendo uma tnica etapa, de um

precursor natural, para obter um composto pretendido.

? Entenda-se por biotransformacio, uma modificagio bioquimica, ao longo de varias etapas, de um

precursor natural, para obter um composto pretendido.
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O 4cido ricinoleico ¢ degradado por quatro ciclos sucessivos da 3-oxidagdo em acido-
4-hidroxidecanoico que lactoniza originando y-decalactona (Gatfield, 1993). A produgao de y-
decalactona a partir daquele 4cido por leveduras do género Candida, foi inicialmente
observada por Okui et al. (1963).

Embora varios compostos de lactona sejam produzidos por varios microrganismos, 0s
processos com maiores concentragdes de produto utilizam estirpes de Yarrowia lipolytica.

Por exemplo, usando uma estirpe auxotrofica em relacdo ao uracilo, geneticamente
modificada de Y. lipolytica, designada PO1D, Nicaud et al. (1996) obtiveram uma produgao
elevada de y-decalactona a partir de ricinoleato de metilo. No final da fase de crescimento,
transferiram a biomassa concentrada para um meio de biotransformagdo com concentragao
limitada de uracilo. Ap6s 75 horas, obtiveram 9.5 g de y-decalactona.L™.

Num processo de produgao estabelecido por Haarmann e Reimer GmbH (H&R), na
Alemanha, reportaram a obtencdo de 11 g de y-decalactona.L™' em 55 horas, com 6leo de
ricino em bruto como substrato, e sem utilizar uma estirpe geneticamente modificada
(Schrader, 2004).

Outros organismos que realizam o mesmo processo, mas com rendimentos de produto
muito menores, sao Monilia fructicola, Sporobolomyces odorus e Rhodotorula glutinis
(Schrader, 2004).

Foi estudada a producao de y-decalactona com diferentes espécies de Sporidiobolus,
como Sporidiobolus salmonicolor, Sporidiobolus ruinenii, Sporidiobolus johnsonii e
Sporidiobolus pararoseus (Dufossé et al., 1998). Estas estirpes revelaram-se muito sensiveis a
y-decalactona. Ja a forma aberta, isto €, o acido-4-hidroxidecanoico, revelou-se menos toxico
para as leveduras. As concentragdes obtidas de y-decalactona em fermentacdes com estas
leveduras foram sempre muito baixas (< 1 g.L'l).

Kiimin e Miinch (1997) usaram Mucor circillenoides em decanoato de etilo como
substratos para a producdo de y-decalactona. Reportaram uma producdo de 10.5 g de y-
decalactona.L™ apos 60 horas.

Na Tabela 2.1 apresenta-se um resumo dos microrganismos, mencionados na

literatura, capazes de produzir y-decalactona.
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Tabela 2.1 — Resumo dos microrganismos capazes de produzir y-decalactona (adaptado de Aguedo, 2002).

Bactérias  Lactococcus lactis Ambid et al. (1999)

Candida albicans, C. krusei, C. parakrusei, C. Farbood e Willis (1983); Farbood et al. (1990)

pseudotripicalis, C. rugosa, C. stellatoidea, C.

tropicalis

Candida molischiana, , C. rhagii, C. intermedia, =~ Endrizzi-Joran (1994)

C. nemomendra, Malassezia furfur

Cladosporium suavolens Cardillo et al. (1991)

Geotrichum fragrans, Geotrichum sp. Neto et al. (2004)

Hansenula saturnus Farbood e Willis (1983); Meyer (1993)

Pichia etchellsi Cardillo et al. (1990)

Pichia guilliermondii Pagot (1997); Endrizzi-Joran (1994)

Pichia ohmeri Ercoli et al. (1992)

Leveduras  Pityrosporum sp. Labows et al. (1979)

Saccharomyces corevisiac Gatfield (1995); Boog et al. (1990); Ambid et al.
(1999)

Sporidiobolus ruinenii, Sp. pararoseus, Sp. Feron (1993)

Jjohnsonii, Candida tenuis

Sporidiobolus salmonicolor Endrizzi-Joran (1994); Feron (1993)
Cheetham et al. (1988; 1993); Lee e Chou

Sporobolomyces odorus (1994); Haffner e Tressl (1996); Ambid et al.
(1999)
Farbood e Willis (1983; 1985); Meyer (1993);

Yarrowia lipolytica Ambid et al. (1999);Nicaud et al. (1996); Pagot
(1997); Rabenhorst e Gatfield (2000; 2001)

Aspergillus oryzae, Geotrichum klebahni Farbood e Willis (1983; 1985); Meyer (1993)

Ceratocystis moniliformis Lanza et al. (1976)

Fusarium moniliforme, Penicillium sp., Ambid et al. (1999)

Streptomyces dimorphogenes, Claviceps

purpurea

Fusarium poae Sarris e Latrasse (1985); Latrasse et al. (1993);

Fungos Spinnler et al. (1994)

G. ramanniana var. angulispora,
Syncephalastrum racemosum

Mucor sp.

Phoma., Thermomyces, Neurospora sp.
Polyporus durus

Trichoderma harzianum

Tyromyces sambuceus

Meyer (1993)

Page e Eilerman (1989); Kiimin ¢ Miinch (1998)
Nozaki (1994)

Berger et al. (1986)

Serrano-Carréon et al. (1997)

Héadrich-Meyer e Berger (1994)
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2.2 Alevedura Yarrowia lipolytica

Yarrowia lipolytica ¢ um microrganismo estritamente aerobio, ndo patogénico,
eucariotico, do reino Fungi, pertencente a classe dos Ascomicetes, subclasse
Hemiascomicetes. Foi originalmente classificada como Candida lipolytica, uma vez que nao
foi descrito nenhum estado sexual, e depois reclassificada como Endomycopsis lipolytica,
Saccharomycopsis lipolytica e, finalmente, Yarrowia lipolytica (Barth e Gaillardin, 1997).

Este microrganismo ¢ uma das espécies de leveduras “ndo convencionais™ melhor
estudada.

Yarrowia lipolytica é uma levedura que apresenta dimorfismo. Este refere-se a
capacidade de os fungos crescerem em duas formas morfoldgicas distintas, geralmente como
células ovais individuais, ou como hifas filamentosas, sendo reversiveis entre as duas formas.
Dependendo das condi¢gdes ambientais e nutricionais, pode crescer na forma de células ovais,
pseudo-hifas ou hifas septadas. Acredita-se que o dimorfismo apresentado por esta levedura,
assim como por outras espécies, constitui um mecanismo de resposta a condi¢cdes adversas,
tendo sido atribuido a mudangas na temperatura e condi¢des nutricionais (Kawasse, 2003).

A morfologia das colonias ¢ determinada tanto por condi¢des de crescimento
(arejamento, fontes de carbono e azoto, pH, concentragdo de oxigénio dissolvido no meio,
etc.) bem como pelas caracteristicas genéticas da estirpe (Cruz et al., 2000).

Esta levedura ¢ assim considerada um modelo adequado para o estudo de dimorfismo
em leveduras, assim como para outras areas de desenvolvimento celular e morfologico, pois €
uma espécie susceptivel a manipulagdo genética e possui um eficiente sistema de
transformagao (Szabo, 2001).

Devido a sua capacidade de produzir vdarios intermedidrios metabdlicos
biotecnologicamente importantes (entre os quais, acidos organicos, lisina, proteases
extracelulares, lipases, esterases, fosfatases e RNAses), a sua intensiva actividade secretora de
proteinas e biossintese de peroxisomas, Yarrowia lipolytica tem sido estudada desde meados
do século XX (Szabo, 2001), justificando os esfor¢os para a usar na indastria como

biocatalisador, na biologia molecular e em estudos genéticos (Kawasse, 2003).

3 ~ . o . . .
O termo “ndo convencional” foi inicialmente usado para diferenciar este grupo de leveduras das mais
frequentemente utilizadas — “convencionais” — e bem estudadas, Saccharomyces cerevisiae e, com algumas

restrigdes, Schizosaccharomyces pombe (Wolf, 1996).
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Como ndo ¢ considerada patogénica, esta levedura ja foi utilizada em aplicagdes
industriais como na produgdo de proteinas unicelulares, aroma de péssego e acido citrico, em
processos considerados pela American Food and Drug Administration como GRAS (Tsugawa
et al., 1969).

O facto da gama de substratos utilizada pela Yarrowia lipolytica incluir alcanos,
acidos gordos, acidos organicos, proteinas e alguns agucares (principalmente glucose)
também torna esta estirpe muito interessante. Apesar de alguns trabalhos terem reportado a
inclusdo de sacarose nessa gama de substratos (Nicaud et al., 1989), algumas estirpes nao
apresentam actividade invertasica detectavel (Pereira-Meirelles et al., 1997).

A levedura Yarrowia lipolytica é capaz de transformar o acido ricinoleico em v-
decalactona. Como a maioria das leveduras capazes de realizar esta biotransformacao,
também ¢ capaz de degradar a lactona produzida.

Gragas a sua maquinaria enzimatica excepcional de degradacdo lipidica, esta espécie
foi escolhida para estudar esta degradagdo. A via de biotransformagado envolve a $-oxidagdo e

requer a lactonizagdao a nivel do Cjy (quando o grupo hidroxilo se encontra na posi¢ao Y)

(Waché et al., 2003).

2.3 Avia de producio de y-decalactona: B-oxidacdo peroxisomal

A via metabdlica da levedura envolvida na biotransformacgao foi proposta por Okui et
al. (1963). Estes autores identificaram em Candida a presenga de intermediarios que
comportavam 18 a 8 carbonos, derivados do catabolismo do acido ricinoleico (Figura 2.1).
Admitiram a hipdtese da degradacdo do 4cido ricinoleico em 4acido 4-hidroxidecanoico
(precursor directo da y—decalactona) ser realizada pelas enzimas da P—oxidacdo, via
exclusivamente peroxisomal nas leveduras. Os mesmos intermediarios foram evidenciados
em Yarrowia lipolytica (Gatfield et al., 1993) e em Sporidiobolus ruinenii (Spinnler et al.,

1996).
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Figura 2.1 — Intermediarios da degradacio do acido ricinoleico por B-oxidacio e sintese da y-

decalactona (adaptado de Blin-Perrin ef al., 2000).

A B-oxidacdo ¢ um sistema de oxidacdo ciclica de 4cidos gordos que consiste numa
sequéncia de quatro etapas, repetida varias vezes, geralmente até a degradacdo do substrato

em unidades de acetil-CoA.
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Os acidos gordos, antes de entrarem nos peroxisomas, sao activados no citoplasma em
¢ésteres de coenzima A, por ac¢dao de uma acetil-CoA sintetase. A -oxidacdo ¢ catalisada, nos
peroxisomas das leveduras, pela acetil-CoA oxidase e depois, por duas actividades de uma
enzima multifuncional, 2-enoil-CoA hidratase e 3-hidroxiacetil-CoA desidrogenase, e pela 3-

cetoacetil-CoA tiolase (Figura 2.2).

» HzO2
S 02

acefi-CoA oxidase

anoil-CoA hidratase

NAD * 3-hidroxiacetil-CoA
NADH desidrogenase

' enzima
RM SCoA multifuncional

3-vetoaceti-CoA

{ GoASH tiolase
0 ?
g +
\)\SCOA )\SCUA

Figura 2.2 — Enzimas da B-oxidac¢fo peroxisomal na levedura (adaptado de Waché et al., 1998).

Um ciclo de B-oxidagdo de um 4cido gordo termina com a diminui¢cdo da molécula de
2 carbonos da posicao 3 e com a libertacdo de uma acetil-CoA (Figura 2.2).

A levedura Yarrowia lipolytica apresenta a particularidade de possuir uma familia de
cinco membros de acetil-CoA oxidases (AoxIp a AoxSp, codificadas pelos genes POX1 a
POXS5), a enzima que catalisa a primeira reac¢do da B-oxidagdo, algumas das quais sdo
especificas de cadeias longas (Aox2p) (Wang et al., 1999) ou especificas de cadeias curtas
(Aoxp3) (Luo et al., 2000; 2002). A especificidade resulta apenas de um pequeno nimero de

aminoacidos.
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O papel de cada uma dessas enzimas na degradacdo dos acidos gordos pode ser
estudada gragas a obtencdo de estirpes mutantes em que um ou mais genes foram retirados ou
amplificados. A compreensdo dos papéis especificos de cada acetil-CoA oxidase ¢ importante
para construir uma estirpe de levedura que cresca a uma boa taxa e seja capaz de produzir,

sem degradar, o composto aromatico y-decalactona (Groguenin, 2004).

2.4 Via de degradacio de y-decalactona

As concentracdes de y-decalactona obtidas a partir da biotransformacao do ricinoleato
de metilo (RM) sdo bastante baixas, raramente atingindo valores acima de 4-5 g.L'l. Ha duas
hipoteses para essas baixas concentragdes. Primeiro, a levedura pode reconsumir a lactona a
medida que ¢ sintetizada. Segundo, s6 uma parte do ricinoleato de metilo ¢ oxidado para o
nivel Cyy, e o produto do nivel C; serve de precursor para varias lactonas. Muitas hipoteses
foram propostas para explicar o reconsumo, todas envolvendo a [-oxidacdo, algumas
incluindo w-oxidacao ou deslactoniza¢do, como etapas iniciais ou limitantes. Os fluxos da -
oxidagdo ainda ndo estdo bem esclarecidos. Na [-oxidacao peroxisomal, que ¢ utilizada por
leveduras, podem-se acumular intermediarios, dependendo do substrato e das concentragdes
de CoA (Figura 2.3) (Waché et al., 2001).

Gatfield et al. (1993) observaram, com a levedura Yarrowia lipolytica, o
desaparecimento concomitante de y-decalactona e a acumulagdo de 3-hidroxi-y-decalactona e
decen-4-olidos, diminuindo os rendimentos. Colocaram a hipotese do acido 4-
hidroxidecanoico sofrer uma oxidacao seguida de uma hidratagdo, terminando em acido 3,4-
dihidroxidecanoico, que se lactoniza em 3-hidroxi-y-decalactona (composto sem propriedades
sensoriais). A desidratagdo deste tltimo composto permite a formacdo de dois decenolidos,
dec-2-en-4-olido (composto com aroma a fungos) e dec-3-en-4-olido (composto com aroma a
fruta). As concentragdes destes compostos no meio variam principalmente com a actividade
das enzimas acetil-CoA oxidase e 3-hidroxiacetil-CoA desidrogenase. Assim, quando uma
destas enzimas possui uma actividade reduzida, limita o fluxo da via da P-oxidagdo,
exercendo controlo na via, pelo que ocorrerd acumulagdo dos compostos que estdo
directamente relacionados com a sua actividade, nomeadamente de y-decalactona, cuja
acumulacdo estd relacionada com a actividade da acetil-CoA oxidase, e de 3-hidroxi-y-
decalactona, cuja acumulacdo estd relacionada com a actividade da 3-hidroxiacetil-CoA

desidrogenase. A formacdo de dec-2-en-4-olido pode ainda resultar da ac¢do directa da
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enzima enoil-CoA hidratase (Figura 2.3). De forma idéntica, se esta enzima possuir baixa
actividade, controla o fluxo da via a este nivel, tornando-se a enzima limitante da via, o que
vai permitir a acumulagdo de dec-2-en-4-olido (Waché et al., 2002).

Endrizzi-Joran (1994) observou que estirpes de Candida spp. com ou sem inducdo de
peroxisomas degradavam a y-decalactona da mesma forma. Sugeriu que, em virtude de s6 as
estirpes que continham o citocromo P-450 conseguirem reconsumir y-decalactona, ocorria ®-

oxidagdo antes, seguida da B-oxidacao (Waché et al., 2001).
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Figura 2.3 — Potenciais intermediarios da -oxidacdo do ricinoleato de metilo ao nivel Cy,

(adaptado de Waché et al., 2001).
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2.5 Biotransformaciao em meios bifasicos

O meio de biotransformagao utilizado neste trabalho ¢ bifasico, contendo ricinoleato
de metilo (RM) que, tal como ja foi referido, constitui cerca de 80 % do 6leo de ricino. Este
meio, agitado mecanicamente, ndo forma uma emulsdo estdvel, pelo que ¢ necessaria a
presenca de um emulsionante para favorecer a miscibilidade das duas fases e para aumentar as
transferéncias entre o meio e as leveduras. Os agentes tensio-activos, também denominados
surfactantes, favorecem a dispersao aquosa dos compostos hidrofébicos € podem melhorar a

sua assimilacdo pelos microrganismos (Zhang e Miller, 1992).

2.5.1 Surfactantes

Os surfactantes constituem uma classe importante de compostos quimicos amplamente
utilizados em diversos sectores industriais (Nitschke e Pastore, 2002).

Os agentes emulsionantes ou tensio-activos podem ser de origem comercial,
ajustando-se ao meio de biotransformagdo ou ainda de origem bioldgica, sendo sintetizados
naturalmente pelas células.

Os surfactantes sdao moléculas anfipaticas constituidas por um grupo apolar
hidrofébico e um polar hidrofilico. O grupo apolar ¢ frequentemente uma cadeia
hidrocarbonada, enquanto o polar pode ser i6nico (anidnico ou catidnico), ndo-idnico, ou
anfotérico (Nitschke e Pastore, 2002).

Em fungdo da presenca de grupos hidrofilicos e hidrofobicos na mesma molécula, os
surfactantes tendem a distribuir-se nas interfaces entre fases liquidas com diferentes graus de
polaridade (0leo-agua e agua-6leo). A formacdo de um filme molecular, ordenado nas
interfaces, reduz a tensdo interfacial e superficial, sendo responsavel pelas propriedades
unicas dos surfactantes (Nitschke e Pastore, 2002). A tensdo superficial surge nos liquidos
como resultado do desequilibrio entre as for¢as agindo sobre as moléculas da superficie em
relacdo aquelas que se encontram no interior da solugdo (Behring ef al., 2004).

Aguedo (2002) testou varios surfactantes (Tween 80, Triton X-100 e Saponina, com
caracter neutro; SDS, com caracter anionico; e CTAB, com carécter catidnico) para averiguar
o seu efeito na viabilidade das leveduras, na interac¢do com as suas membranas, na emulsao,
na hidrofobicidade da superficie das leveduras e na biotransformagao. Concluiu que o Tween
80 era o surfactante ideal, visto ter sido o composto que permitiu obter maior producao de
y-decalactona. Para além disso, ndo interferiu na viabilidade das leveduras e ndo interagiu

com as suas membranas, conferindo ao meio a maior superficie interfacial, e as células, a
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maior hidrofobicidade relativa, entre todos os compostos testados. A producdo de v-
decalactona obtida com concentracdes testadas de 0.1 % e 0.2 % de Tween 80 foi da mesma
ordem, porém a hidrofobicidade conferida as células foi superior no segundo caso e a
superficie interfacial da emulsdo foi muito semelhante nos dois casos.

Assim, 0 meio com RM que permite obter a melhor produgdo de y-decalactona é o que
contém 0.1 % de Tween 80. Este composto ¢ de natureza neutra e, tal como ja foi referido,
possui um grupo polar hidrofilico e um apolar hidroféobico.

Quando os compostos tensio-activos se encontram em solucdo, devido a presenca do
grupo lipofilico, ocupam preferencialmente a superficie do liquido, diminuindo a forga de
coesdo entre as moléculas do solvente, e consequentemente, diminuindo a tensao superficial,
permitindo que a fase orginica se espalhe melhor na aquosa. Entretanto, apds saturar a
superficie, a adi¢do de novas moléculas do composto tensio-activo praticamente nao tem

efeito sobre o valor da tensao superficial (Behring et al., 2004).

2.5.2 Interaccao lipidos-leveduras

O crescimento das leveduras num meio com lipidos ¢ influenciado pelo tamanho das
bolhas da emulsdo: quanto mais pequeno for o seu tamanho, maior ¢ a taxa de crescimento
(Bakhuis e Bos, 1969). A superficie interfacial das bolhas aumenta de forma inversa ao
tamanho da emulsdo, parecendo que a superficie entre as duas fases ¢ um factor determinante
para a degradacdo do substrato hidrofobico e para o crescimento das leveduras. O tamanho
das bolhas lipidicas ¢ influenciado por numerosos parametros que podem estar ligados as
caracteristicas fisico-quimicas do meio (pH, for¢a i6nica, presenga de agentes tensio-activos,
etc.) (Wilde, 2000) ou dos microrganismos (tamanho do indculo, concentragdo celular,
propriedades da superficie das células, etc.). Durante a biotransformacdo do RM em ¢v-
decalactona pela levedura Yarrowia lipolytica, ocorre um contacto directo entre a superficie
das células e pequenas bolhas de substrato. Esse contacto pode assumir duas formas: pela
aderéncia das células sobre a superficie das bolhas lipidicas de maior tamanho, ou pela
adsor¢do de microbolhas na superficie das leveduras (Bakhuis e Bos, 1969). A assimilag¢ao
dos lipidos podera ocorrer por difusdo ou transporte activo a partir dos pontos de contacto
entre as leveduras e os lipidos. Para que a adesdo seja possivel, a superficie celular deve
apresentar uma afinidade para a fase lipidica, ou seja, ter globalmente, ou parcialmente, um
caracter hidrofobico, ou que o meio contenha agentes emulsionantes que se situem nas

interfaces, com propriedades hidrofobicas e hidrofilicas, como ¢ o caso do emulsionante
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utilizado, o Tween 80. A hidrofobicidade da superficie das células ¢ considerada como um
dos factores mais importantes na assimilagdo de compostos hidrofobicos (Kim et al., 2000).
Assim, o papel dos agentes emulsionantes ¢ primordial para uma degradagdo Optima dos
lipidos. As propriedades da superficie das bactérias ou leveduras revelam-se determinantes.
Na interac¢do entre os microrganismos ¢ os lipidos interferem forcas de van der Waals.
Parece também que outros factores fisico-quimicos podem intervir nas interacgdes entre as
leveduras e os lipidos, como o caracter acido-base de Lewis das células (Aguedo et al., 2003)
o ou as propriedades hidrostaticas das células (van der Mei et al., 1995; Bellon-Fontaine et

al., 1996; Pelletier et al., 1997).

2.6 Transferéncia de massa gas-liquido

Os processos que envolvem a cultura de microrganismos ¢ acumulag¢do de produtos,
sdo frequentemente influenciados pela taxa de transferéncia de oxigénio (OTR) no meio de
cultura, principalmente no caso dos microrganismos aerdbios, como ¢ o caso da levedura
Yarrowia lipolytica.

Em processos aerobios, o oxigénio ¢ um substrato fundamental e devido a sua baixa
solubilidade em solugdes aquosas, ¢ necessaria uma transferéncia continua de oxigénio da
fase gasosa para a liquida, de modo a manter o metabolismo oxidativo das células (Nielsen e

Villadsen, 1994). Genericamente, a variacdo da concentracdo do oxigénio dissolvido num

reactor aerdbio € descrita pela equagdo de balanco de massa (Equacao 2.1).

c;—OzOTR—OUR 2.1)
t

Sendo:
0, a concentracdo de oxigénio dissolvido no reactor
t, 0 tempo
OTR, a taxa de transferéncia de oxigénio

OUR, a taxa de consumo de oxigénio

Enquanto a taxa de transferéncia de oxigénio para o meio exceder a taxa de consumo
de oxigénio pelas células (OUR) e mais nenhum nutriente for limitante, o crescimento celular

prossegue a uma taxa exponencial.
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A taxa de consumo de oxigénio pelas células depende da densidade celular (X) e da

taxa especifica de consumo de oxigénio (g, ), como indicado na Equagéo 2.2.
OUR=gq,, - X (2.2)

A uma concentragdo celular critica, o oxigénio pode deixar de ser fornecido ao meio
de forma suficientemente rapida para responder as necessidades de oxigénio. Nestas
condigdes, o oxigénio torna-se o nutriente limitante para o crescimento celular, sendo
responsavel por baixas densidades celulares e por reduzidas produtividades (Junker et al.,
1990a). Devido a este impacto crucial na produtividade, foram propostas varias solugdes para
aumentar as taxas de transferéncia de oxigénio da fase gasosa para o meio liquido como, por
exemplo, através do projecto de diferentes geometrias do biorreactor, das velocidades de
agitacdo, das taxas de arejamento, do uso de diferentes tipos de dispersores ou do uso de ar
enriquecido com oxigénio puro (Junker et al., 1990a). A atengdo virou-se também para o
aumento da pressdo parcial da fase gasosa para aumentar a transferéncia de oxigénio para as
c¢lulas no meio, o que ¢ conseguido pela adicao de oxigénio puro fornecido ao biorreactor, ou
pelo aumento da pressao total de ar (Yang e Wang, 1992). Nestas condi¢des, as necessidades
de oxigénio de uma dada cultura podem ser satisfeitas com baixos valores de Ka e,
consequentemente, com reduzido atrito hidrodinamico, que resulta das tensdes de corte
provocadas por elevadas velocidades de agitacdo (Henzler e Kauling, 1993). Varios
investigadores demonstraram a existéncia de limites de tolerancia dos microrganismos as
tensoes de corte (Toma et al., 1991; Mérkl et al., 1991).

A transferéncia de massa de oxigénio depende das propriedades fisicas do fluido,
temperatura, pressdao, composicdo da solucdo, agitacdo, velocidade superficial do gas e da
configuracdo do reactor e do seu interior (Baldwin, 2000). A taxa de transferéncia de oxigénio
¢ dependente do coeficiente global volumétrico de transferéncia de oxigénio, K;a, que € o
produto do coeficiente de transferéncia de oxigénio na fase liquida, K;, pela area interfacial
gas-liquido, a, e da forca directriz devida a diferenga entre o oxigénio dissolvido e as

condigoes de saturacao (Tribe et al., 1995; Rols et al., 1990).

OTR =K ,a(0® - 0) 2.3)
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Sendo:
K;a, o coeficiente global volumétrico de transferéncia de oxigénio

0°, a concentragdo de saturagio de oxigénio dissolvido

Para um biorreactor de desenho ja optimizado, ¢ possivel aumentar o Kia e,
consequentemente a OTR, pela utilizagcdo de velocidades de agitagdo e caudais de arejamento

elevados, podendo ser correlacionado de acordo com a Equacao 2.4.

Ka=6-|-*% -(vs)ﬂ (2.4)

Sendo:
Ka, o coeficiente global volumétrico de transferéncia de oxigénio (h™)
P,, a poténcia necessaria para o biorreactor arejado (W)
¥, o volume de trabalho do biorreactor (m®)

v,, a velocidade superficial do gas ao longo do biorreactor (m.s’l)

J, ae f, constantes empiricas a determinar

Porém, a utilizagdo de valores elevados de K;a por variagao destes parametros acarreta
um elevado consumo energético, aumentando significativamente os custos de operacao. Outra
limitagao da utilizacdo de agitagdes e arejamentos elevados consiste na sensibilidade das
células ao atrito hidrodinamico gerado pela excessiva turbuléncia.

A adicdo de uma segunda fase liquida imiscivel a0 meio aquoso, com elevada
solubilidade de oxigénio, aumenta a solubilidade deste no meio, permitindo aumentar a taxa
de transferéncia de oxigénio da fase gasosa para 0os microrganismos, sem Ser necessario um
fornecimento extra de energia (Tabela 2.2).

A coexisténcia de uma fase organica no meio de cultura e de uma fase aquosa, onde
estdo presentes nutrientes e células, torna o sistema mais complicado do ponto de vista de
transferéncia de oxigénio. Para estudar o fendmeno inerente ao efeito da adicdo de uma fase
liquida imiscivel na taxa de transferéncia de um gas num sistema gas-liquido, considera-se
necessario separar os efeitos da area interfacial, @, dos do coeficiente de transferéncia de
massa na fase liquida, K; (Cents, 2001).

Vérios mecanismos foram propostos para explicar os resultados experimentais, com

base no efeito do aumento da transferéncia do géas. Na literatura foram sugeridos dois tipos de
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mecanismos. O primeiro mecanismo baseia-se na ideia de que as gotas da fase dispersa
entram no filme de transferéncia de massa na interface gés-liquido, aumentando a
transferéncia do gas devido a sua elevada solubilidade para o componente da fase gasosa a ser
transferido (Cents, 2001). O segundo mecanismo proposto para descrever o aumento da
transferéncia de massa ¢ o mecanismo coalescéncia/re-dispersao, que ¢ baseado no contacto
directo entre o gas e a fase dispersa pela formacdo de complexos gas-liquido (Rols et al.,
1990). A taxa de transferéncia do géas ¢ assim aumentada devido a introducdo desta segunda
via de transferéncia (Cents, 2001).

As reaccdes que envolvem sistemas com trés fases sdo frequentemente encontradas na
industria de processos quimicos. Em geral, a terceira fase (solida ou liquida) dispersa num
sistema gas-liquido pode ser um reagente, substrato ou um catalisador heterogéneo (Dumont e
Delmas, 2003). Embora a maioria dos trabalhos se dediquem a reac¢des gas-liquido-sdlido, as
reac¢Oes gas-liquido-liquido tém ganho muita importancia devido ao aumento deste tipo de
aplicagdes na industria de bioprocessos, nomeadamente em areas em que uma fase liquida
inerte ¢ adicionada com o objectivo de aumentar a taxa de transferéncia de massa do sistema
gas-liquido (Cents, 2001). Na transferéncia de massa gas-liquido, tanto o reagente gasoso
como o liquido tém que se dissolver na fase aquosa, originando possiveis limitagcdes da
transferéncia de massa gas-liquido e liquido-liquido (Lekhal, 1997). Pode, no entanto, ocorrer
uma situagdo muito interessante na presenca de pequenas particulas sélidas ou quando o
segundo liquido estd bem emulsionado na fase aquosa e a solubilidade do gés na fase organica
¢ maior do que na fase aquosa. Nestes casos, a presenca de particulas solidas ou de gotas de
fase organica podem aumentar significativamente a taxa de transferéncia de gas na fase
aquosa (Dumont e Delmas, 2003).

Os resultados experimentais publicados na literatura mostram que o valor de K;a pode
aumentar, manter-se constante ou diminuir apds adicdo de uma segunda fase liquida com
maior solubilidade para o componente a ser transferido.

Na Tabela 2.2 apresenta-se um resumo das investigacdes em sistema gas-liquido-
liquido em que se determinou a variagdo no K;a. Em alguns casos, alguns investigadores
separaram o efeito da adig¢do da fase liquida organica dispersa na area interfacial, a, do efeito

no coeficiente de transferéncia de massa, K.
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Tabela 2.2— Resumo das investigacdes realizadas em sistemas gas-liquido-liquido, com determinagdes

de K;a, K; e/ou a, em que 7, N e —, significam aumento, decréscimo e manutencio dos valores das

determinacdes, respectivamente.

. Condicoes de operacio Resultados
Tipo de ~
Autores - Fase A Fraccao fase Fase
absorc¢ao Fase organica . Kia K; a
aquosa orginica gasosa
Sharma e
Mashelkar Com
(1968) reacc¢ao NaOH 2-Etil-hexanol 0-0.15 CO, N N 2
quimica
Mehta e
Sharma Com
(1971) reaccdo NaOH 2-Etil-hexanol 0-0.15 CO, 2
quimica
(1985) ' reacc¢ao NaOH MIBK 0_ 0'5 CO, 2N
quimica 2-Etil-hexanol '
Com 0-1
Linek e Benes reacc¢ao n-Alcanos 0,
(1976) quimica NSO 4 cido oleico 0-1 Argon - >
Com n-TD%Ich:;no CO,
Cents et al. reaccdo K,COy/ n-Heptano 0-04 N A
(2001) quimica KHCO; 1-Octanol
%‘:’gﬁgf 0.01-0.2 0,
Yoshida et al. . ( 0.01-0.21
Fisica Agua Tolueno N7
(1970) Acido oleico 0.01-0.2
0.0001 - 0.22
Hassan e
Robinson , . n-Dodecano 0-0.1 0O, 7=
(1977) Fisica Na,50, n-Hexadecano 0-0.1 NS -
Lekhal et al.
(1997), . ‘ 3
Lekhal (1998) Fisica Agua Octano 0-03 H, 2N
MacMillan e Fisica. em
Wang (1987, G iemas Agua PFC40 0.1-0425 O, -
1990) S
biologicos
Fisica, em
Juetal sistemas ‘ PFC40 0,
(1991) biologicos 842 PFC77 0.15-0.25 >
Fisica, em
Van der Meer sistemas ‘
etal (1992)  biologicos 842 n-Octano 0-0.11 0, -
Rols et al Fisica, em
: . A ; _ 7
(1990) sistemas Agua n-Dodecano 0-0.33 0, N

biologicos
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A grande diversidade de resultados pode ser devida parcialmente a variedade dos
sistemas gas-liquido-liquido assim como as defini¢des dos parametros de transferéncia de

massa.

2.7 Determinacio da capacidade de transferéncia de oxigénio

A determinacao de OTR e K;a ¢ fundamental para a caracterizacdo de biorreactores
em processos aerobios. Através destes parametros ¢ possivel estabelecer o arejamento 6ptimo
e quantificar os efeitos de cada um dos factores que influenciam a transferéncia de oxigénio
(Stanbury e Whitaker, 1984).

Idealmente, a taxa de transferéncia de oxigénio deve ser avaliada num biorreactor,
incluindo o meio de cultura e a populagdo de células de interesse (Bailey e Ollis, 1986). No
entanto, nem todos os métodos disponiveis sdo aplicaveis a sistemas com culturas activas.

Existem diversas formas de determinar o coeficiente global de transferéncia de
oxigénio num biorreactor. Os métodos tradicionais mais utilizados dividem-se em dois tipos,
com base no estado em que sdo realizados: estado transiente e estado estacionario (Stanbury e
Whitaker, 1984). Neste trabalho s6 foram realizados métodos em estado transiente, pelo que

os restantes apenas serdo vagamente referidos.

2.7.1 Métodos em estado transiente

Estes métodos, também conhecidos como “métodos de desgaseificagdo”, baseiam-se
na introducao de uma perturbagao nas condigdes de arejamento do sistema, monitorizando-se
a consequente alteracdo na concentracdo de oxigénio dissolvido.

De forma a medir o oxigénio dissolvido sobre uma gama de valores adequados, ¢
necessario, numa primeira fase, diminuir o oxigénio at¢ um valor baixo. Existem dois
métodos que permitem atingir esta diminui¢do: o método estatico e o dindmico. A aplicagdo
destes dois métodos exige a monitorizagdo da concentragdo do oxigénio dissolvido através de
uma sonda de oxigénio, razdo pela qual foram utilizados apenas na caracterizacdo do

biorreactor Biolab, uma vez que no biorreactor Parr ndo € possivel a introdugao de uma sonda.
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2.7.1.1 Método estatico

Este método, inicialmente proposto por Wise (1951), permite avaliar o efeito das
variaveis de operagao (velocidade de agitacdo e caudal de arejamento) na eficiéncia da
transferéncia de oxigénio.

Neste método, o oxigénio presente no meio € inicialmente removido através da
introdugdo de azoto. De seguida, o meio ¢ novamente arejado e agitado, sendo a concentracao
de oxigénio dissolvido monitorizada.

O método baseia-se na equacao de balango material ao oxigénio (Equacao 2.5) que, na
auséncia de células e em modo descontinuo, se reduz a igualdade entre a variagdo no tempo
da concentragdo de oxigénio dissolvido e da taxa de transferéncia de oxigénio do gas para o

liquido.

90 _ k,al0° - 0) (2.5)
dt
A forma integrada desta equagdo permite a obten¢do do valor de K;a, o qual € igual ao
simétrico do declive da recta resultante da representagdo de I/n (0*-0) em funcdo de ¢

(Stanbury e Whitaker, 1984).

2.7.1.2 Método dinamico

Na presenca de células activas e na auséncia de arejamento, Taguchi e Humphrey
(1966) utilizaram a actividade respiratoria dos microrganismos para removerem o oxigénio do
meio. Este método tem a vantagem de ser realizado durante uma fermentagao fornecendo um
resultado mais realista do K;a.

O procedimento envolve duas etapas, uma de paragem do arejamento e outra de
retoma do arejamento nas condig¢des de operacdo. Assim, na primeira etapa, a monitorizagao
do decréscimo da concentragdo de oxigénio dissolvido permite determinar a taxa especifica de

consumo de oxigénio através da Equagao 2.6.

O _ _our (2.6)
dt
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O arejamento ¢ retomado antes de ser atingido o valor critico da concentracdo de
oxigénio, valor abaixo do qual o consumo de oxigénio ¢ limitado. Segundo Tribe et al..
(1995) ¢ aconselhdvel retomar o arejamento, quando se atinge 1.5 vezes o valor da
concentragdo critica para uma dada estirpe. Isto limita a aplicabilidade do método a culturas
com elevadas necessidades de oxigénio, proximas da capacidade méaxima de transferéncia do
sistema, onde a concentragdo de oxigénio dissolvido esta proxima da concentragdo critica.

A necessidade em oxigénio do microrganismo depende da natureza bioquimica da célula
e do seu ambiente nutricional. Porém, quando o nivel de oxigénio dissolvido no meio ¢ menor
do que a concentragdo critica de oxigénio, a taxa especifica de consumo de oxigénio ¢
também dependente da concentracdo de oxigénio. Pelo contrario, quando a concentracao de
oxigénio na fase liquida ¢ maior do que a concentragao critica de oxigénio, a taxa de consumo
de oxigénio ¢ independente da concentragdo de oxigénio.

O valor da concentragdo critica de oxigénio depende do microrganismo e do substrato
utilizado. Segundo Bailey e Ollis (1986) a concentracao critica de oxigénio para leveduras ¢

de 0.12 mg.L" a20°C e de 0.15 mg.L " a 34.8 °C.

Apos o reinicio do arejamento (2% etapa), o balango de massa ao oxigénio na fase liquida

¢ expresso pela Equagao 2.7.

do

o K,a(0°-0)- OUR 2.7)

Considerando o estado pseudo-estaciondrio imediatamente antes da determinagdo, OUR

pode ser substituido por:
K, (0% -0,)=0UR 2.8)
Em que O; ¢ a concentragdo de oxigénio dissolvido no inicio da determinacao.

Integrando-se em seguida a Equacdo 2.7, resulta:

0,-0) ~
ln(rooj_ K,a(t—1t,) (2.9)

1



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA 38

Sendo O, e t, a concentracdo de oxigénio dissolvido e o tempo, respectivamente, quando o

arejamento ¢ retomado.

A representagao do termo do lado esquerdo da Equagdo 2.9, em fun¢do do tempo,
origina uma recta cujo declive é —K;a.

Tribe et al. (1995) demonstraram que a utilizacdo da Equacdo 2.9 no célculo de K;a
introduz menos erros do que a utilizagdo de outros arranjos da Equacdo 2.7, que envolvam a

derivada no tempo da resposta da sonda de oxigénio.

2.7.2 Meétodos em estado estacionario

2.7.2.1 Método da oxidacao do sulfito

Este método envolve uma reac¢do quimica rapida que consome o oxigénio, neste caso
e . - 2. 2- o
utiliza-se a oxidagdo do SOs;™" a SO, (Equagdo 2.10).
A concentragdo de oxigénio no meio ¢ praticamente nula enquanto ¢ medido o

decréscimo da concentracao do reagente, isto ¢ do sulfito.

S03 2— n % 02 catalisador SO42— (2 1 O)

2.7.2.2 Método dos balancos

Este método baseia-se no balanco global a fase gasosa (Equagao 2.11), envolvendo a
determina¢do da composi¢do do gas a entrada e a saida do biorreactor. A determinagdo do

Kia requer a medida da concentragdo do oxigénio dissolvido no meio.

OTR =K ,a(0°® - 0) @2.11)

2.8 Pressiao moderada em biotecnologia

O adequado fornecimento de oxigénio a culturas densas de microrganismos aerobios
constitui um dos factores determinantes na optimizagdo de muitos bioprocessos. Dada a baixa

solubilidade do oxigénio nos meios de cultura, por vezes torna-se necessario o aumento da
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pressao parcial de oxigénio acima dos 210 mbar (valor correspondente a 1 bar de pressao total
de ar) quer pela adigdo de oxigénio puro ao ar que alimenta o biorreactor (Lee et al., 1997)
quer pelo aumento da pressdo total do sistema (Yang e Wang, 1992; Belo et al., 2003).
Contudo, em muitos casos, o aumento da pressdo parcial de oxigénio podera originar
problemas de toxicidade para as cé€lulas e inibir o seu crescimento, assim como a formagao de
produtos, pelo que se torna necessario aprofundar o conhecimento destes efeitos, para ser

possivel e viavel a sua transposicdo para a escala industrial (Onken e Lietke, 1989).

2.8.1 Efeito da pressio nos microrganismos

Segundo Belo ef al. (1996), a utilizacdo de biorreactores pressurizados apresenta
potencial interesse de aplicacao industrial, pelo que o estudo a nivel laboratorial dos efeitos de
pressdes moderadas sobre o comportamento dos microrganismos reveste-se de grande
importancia. Os seus efeitos em culturas celulares sdo muito variados e de dificil explicagdo,
j& que dependem de vérios factores, como da estirpe microbiana, do modo e das condi¢des de
cultura e, principalmente, da composi¢cdo da fase gasosa. O tipo de gases envolvidos nos
processos e os efeitos de variacao das respectivas concentragdes em solugdo sao tanto ou mais
importantes que os efeitos de pressdo total (Belo, 1999). Assim, um comportamento
encontrado pode ndo ser um resultado directo da pressdo total, mas sim das pressdes parciais
dos componentes gasosos envolvidos no processo. Nos processos aerobios, estdo envolvidos
dois gases diferentes, o oxigénio e o dioxido de carbono, tendo grande influéncia no
metabolismo celular. Enquanto que o primeiro ¢ um nutriente indispensavel a respiragdo, o
ultimo ¢ basicamente um produto das actividades metabolicas das células. Assim, deve-se ter
em conta o efeito das pressdes parciais destes dois compostos (Onken e Lietke, 1989).

Especial atengdo tem sido prestada aos efeitos da pressao parcial CO, dado que este
gas ¢ bastante mais soluvel que o oxigénio em solugdes aquosas (Knoll et al., 2005).

O efeito da pressdo sobre o crescimento e o metabolismo dos microrganismos depende
também dos métodos e sistemas de pressuriza¢do utilizados. A pressdao pode ser aplicada
hidrostaticamente (compressao de um liquido) e hiperbaricamente (compressao de gases).

A pressoes baixas (que constituem a maioria dos processos industriais), a solubilidade
de um gas num liquido, pode ser obtida usando uma relagdo muito util, conhecida como lei de
Henry (Murad e Gupta, 2000). De acordo com esta lei, a solubilidade de um gas no liquido ¢

representada pela Equagao 2.10:
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x, =2 (2.10)

Sendo:
X;, a solubilidade do componente i no liquido
y;, a fracgdo molar do componente i na fase gasosa (geralmente igual a 1 para gases
puros, se o liquido ndo for volatil)
P, a pressdo total

H,, a constante de Henry para o componente i no liquido

Analisando esta lei verifica-se que a concentracdo maxima dos gases dissolvidos no
meio de cultura aumenta com a pressao total. Como ja foi referido, o aumento da pressao
parcial de oxigénio acima dos valores atmosféricos normais pode ter efeitos nefastos para as
células a partir de determinados limites, dependendo do tipo de microrganismo.

Os efeitos inibitdrios de pressdes moderadas de oxigénio puro foram demonstrados
por Caldwell (1965). A exposi¢do de varias estirpes de fungos e bactérias a 1 MPa de
oxigénio mostraram que, em ambos os grupos de microrganismos, o crescimento celular foi
totalmente inibido sob pressdo, mas que este efeito foi reversivel, ou seja, as células
retomaram o seu crescimento quando cultivadas em condi¢des atmosféricas normais, tendo-se
verificado que a recuperacao foi mais rapida para as bactérias.

Além do crescimento celular, também o metabolismo pode ser afectado pelo aumento
da pressao. Ha uma grande variedade nos efeitos do aumento da pressdo parcial de oxigénio
sobre a formacdo de produtos. Os efeitos positivos da pressdo podem estar directamente
relacionados com a melhoria da taxa de transferéncia de oxigénio, ou podem estar de alguma
forma relacionados com a inducdo do metabolismo celular, enquanto os efeitos negativos
estdo somente relacionados com mecanismos metabdlicos (Onken e Liefke, 1989).

Na Tabela 2.3 apresenta-se um resumo dos efeitos do aumento da pressdo parcial de

oxigénio observados por varios autores.
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Tabela 2.3 - Resumo dos efeitos do aumento da pressiao parcial (POz) de oxigénio.

Autores Microrganismos Observacoes
Melhoria no rendimento na producdo de
Clark e Lentz (1961)  Aspergillus niger acido citrico, com uma Py, de 70 kPa.

Hartmeier et al.
(1971)

Ghosh et al. (1993)

Lee e Hassan (1987)

Liefke et al. (1990)

Matsumura et al.
(1980)

Matsumura et al.
(1982)

Onken e Jostmann
(1984)

Onken (1990)

Paca e Gregr (1979)

Pinheiro et al. (1997)

Pinheiro et al. (1999)

Sato et al. (1984)

Wayman e Wein
(1969)

Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae

Streptomyces spp. € Micromonospora
purpurea

Candida EY-12

Candida brassicae

Candida utilis

Pseudomonas fluorescens

Candida utilis

S. cerevisiae

Diferentes estirpes de Kluyveromyves

Pseudomonas aeruginosa

Candida lipolytica

60 % de diminuig¢do no rendimento em
biomassa, com uma Py, de 81 kPa.

Aumento de cerca de 30 % no rendimento em
biomassa, num reactor airlift, com uma P

de 60 kPa.

25 % a 40 % de diminui¢do na concentragdo
celular, dependendo da dilui¢do, com Py, de

100 kPa.

Aumento do crescimento e da formagdo de
produtos com P superiores a 100 kPa.

Inibi¢do total do crescimento com Py, de 50
kPa.

Aumento da produtividade em biomassa de
10 Kg.m™.h™" para o dobro, aumentando a
Py, de 100 kPa para 200 kPa.

Diminui¢do do rendimento em biomassa e
aumento da formagdo de CO,, com Po, de

147 kPa.

Inibi¢do total do crescimento com Py, de 168

kPa e aumento da taxa especifica de
crescimento com uma P, de 92 kPa.

Maximo rendimento de biomassa com Py, de
35 kPa.

Redugdo da produtividade em biomassa com
o0 aumento da Py, .

Optimizagdo da produtividade em biomassa
com o aumento da Py, até certos limites.

60 % de diminuicdo no rendimento em
biomassa com Py, de 150 kPa.

Inibi¢do do crescimento com aumento da
PO .

2
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2.8.2 A toxicidade do oxigénio

O oxigénio ¢ um nutriente essencial para todos os organismos aerobios, no entanto,
quando em excesso pode tornar-se um agente toxico para as células. A toxicidade do oxigénio
deve-se a accao das espécies reactivas de oxigénio (ERO) que sdo formadas por redugdes
sucessivas do oxigénio molecular, como por exemplo, o radical superoxido e o radical
hidroxilo. Estas moléculas sdo subprodutos do metabolismo normal das células mas a sua
formagdo pode ser estimulada por diversas condi¢des de stresse, entre as quais, presenga de
oxidantes quimicos, metais pesados, stresse térmico e obviamente pelo aumento da pressao
parcial de oxigénio. As ERO s3o moléculas altamente instaveis que t€ém um ou mais electrdes
desemparelhados que se ligam as biomoléculas intracelulares causando diversos danos entre
os quais peroxidacao lipidica das membranas e oxidagdo de proteinas. Contudo, as células
aerébias possuem diversos mecanismos de defesa contra os danos celulares causados pelas
ERO (Belo et al., 2005).

O stresse oxidativo resulta quando a concentragdo das ERO excede a capacidade de
defesa antioxidante das células (Santoro e Thiele, 1997). Este fenomeno tem sido alvo de
diversos estudos, nomeadamente com células de levedura, pois estas constituem um excelente
modelo para estudos de adaptacdo celular como resposta a condi¢des de stresse oxidativo em
células eucariotas (Jamieson, 1998; Pinheiro et al., 2002).

Entre os varios mecanismos de adaptacao a condigdes de stresse, incluem-se alteragdes

fisiologicas e morfoldgicas (Belo et al., 2005).



3 Materiais e Métodos

Neste capitulo serdo descritos os métodos, condigdes e equipamentos utilizados para a realizagao
das experiéncias de biotransformagdo em biorreactor, tanto em condi¢des de pressdo normais como
hiperbaricas.

Sao ainda apresentados os métodos utilizados na determinagdo da capacidade de transferéncia de
oxigénio para o meio de biotransformacdo, assim como nas andlises efectuadas que permitiram

monitorizar o crescimento celular e a biotransformacao.

3.1 Estirpes de leveduras, meios e condigoes de conservacao e de cultura 5
32 Biotransformacao 5
33 Determinacédo da capacidade de transferéncia de oxigénio 5
34 Meétodos analiticos 5
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3.1 KEstirpes de leveduras, meios e condicées de conservacio e de cultura

3.1.1 Leveduras

Neste trabalho foi utilizada a estirpe Yarrowia lipolytica W29 (ATCC20460:
CLIB&9).

3.1.2 Conservacao das leveduras

A estirpe foi conservada a -80 °C em tubos criogénicos (Microbank, Pro-Lab
Diagnostics). Apos descongelagdo, realizou-se uma pré-cultura durante 48 horas a 27°C em
agar inclinado com 50 gL' de agar de extracto de malte (Malt Extract Agar).

Conservaram-se as coldnias a 4°C, servindo posteriormente para inocular os meios de

cultura.

3.1.3 Meio de producio de biomassa

Na Tabela 3.1 apresenta-se a composi¢do do meio de producdo de biomassa. O pH
deste meio foi ajustado a 5.6. A esterilizagdo foi feita em autoclave, a 121 °C, durante 20

minutos.

Tabela 3.1- Composicio do meio de produciio de biomassa de Yarrowia lipolytica.

Composto Quantidade (1 L)
Solugdo A 100 mL
Glucose 15¢g
NH,Cl 25¢g

Extracto de levedura 0.1g

A composi¢ao da solucdo A utilizada na prepara¢do do meio de cultura é apresentada

na Tabela 3.2. O pH desta solugdo foi ajustado a 5.6.
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Tabela 3.2- Composicdo da solucio A utilizada na preparacio do meio de cultura.

Composto Quantidade (500 mL)
KH,PO, 105¢
Na,HPO, 1799 ¢

MgS0,.7H,0 lg
NaCl 05¢g
Solugido B 5mL

Na Tabela 3.3 apresenta-se a composicdo da solucdo B utilizada na preparacdo da

Solugdo A.

Tabela 3.3- Composicdo da solucio B utilizada na preparacio da Solucio A.

Composto Quantidade (100 mL)
FeS0O,.7H,0 0914 ¢
ZnCl, 0.05¢g
CuS04.5H,0 0.156 g

Efectuou-se o crescimento das leveduras em 200 mL de meio contido em matrazes de
500 mL, inoculados com uma concentragdo celular de 0.1 g.L"' (correspondente a valores de
absorvancia a um comprimento de onda de 600 nm (Agy) de aproximadamente 0.25). Os
matrazes foram mantidos a uma temperatura de 27 °C e agitagcdo constante de 140 rpm.

Ao longo deste trabalho, todos os valores de absorvancia foram lidos a partir do

espectrofotometro ELISA, Spectra & Rainbow, Tecan.

3.2 Biotransformacao

Apo6s a fase de producao de biomassa, as leveduras foram transferidas para um meio
de biotransformagdo contido num biorreactor, numa concentracdo final de 0.62 g.L'1
(Ago0=1.2). As células foram separadas do meio de crescimento no fim da fase exponencial de
crescimento (ap6s 19 horas de cultura) por centrifugacdo (6000 g, 5 min) e lavadas 3 vezes

com agua estéril antes de serem colocadas no novo meio.
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3.2.1 Meio de biotransformacio

Na Tabela 3.4 ¢ apresentada a composicdo do meio de biotransformagdo. O volume ¢

completado, até ao volume final pretendido, com tampao fosfato 0.1 M, a pH 7.

Tabela 3.4— Composicio do meio de biotransformacio.

Composto Concentracio (g.L")
RM (pureza 80 %) 10
Tween 80 1
NH,Cl 2.5
YNB (Yeast Nitrogen Base) 6.7

®) Este reagente foi gentilmente cedido pela Stéarinerie Dubois, Boulogne, Franga.

3.2.2 Biorreactores utilizados

3.2.2.1 Biorreactor Biolab

Este biorreactor (Biolab, B. Braun, Alemanha) ¢ constituido por um vaso de vidro de
capacidade maxima de 2 L (D; = 11 cm); um agitador com dois impulsores tipo turbina com
seis laminas (D; = 5.7 cm, H; = 1.5 cm); um dispersor em anel perfurado para promover o
arejamento; uma unidade de medida e controlo de temperatura (o controlo ¢ efectuado através
de uma resisténcia instalada no vaso do biorreactor); ¢ um motor com controlador de

velocidade de agitacdo.

Figura 3.1 — Fotografia do biorreactor Biolab, com meio de biotransformacio.
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O caudal de arejamento ¢ controlado automaticamente por um fluximetro (Hastings;
caudal méaximo de 3 L/min). Este estd ligado a uma placa electronica (CIO-DASO8JR,
Computer Boards, EUA) instalada num computador. O caudal é controlado pelo programa de
aquisi¢do e controlo (LABtech Notebook, Datalab Solution). A entrada e a saida do
biorreactor, o ar atravessa um filtro (Pall Corporation, com uma porosidade de 0.2 pum) para
remover particulas e microrganismos.

Para a medicdo da concentracdo de oxigénio dissolvido recorreu-se a uma sonda
polarografica de oxigénio (12/220 T, Mettler Toledo, Suica), tendo sido os wvalores
monitorizados num medidor externo (170, Mettler Toledo, Suica), cujos sinais foram
convertidos e adquiridos através da placa electronica e programa utilizados com os
fluximetros.

O biorreactor foi esterilizado com o meio (sem YNB) em autoclave, a uma
temperatura de 121 °C durante 25 minutos. O YNB foi adicionado posteriormente, sendo
esterilizado por filtragao (acrodiscos de 0.2 um de porosidade, Orange Scientific).

O medidor de temperatura e a sonda de oxigénio foram desinfectados a parte, tendo
sido mergulhados numa solugdo de hipoclorito de s6dio 10 % (v/v) durante 1 hora e passados
por agua estéril antes de serem inseridos no meio de cultura.

A calibrag@o da sonda de oxigénio foi efectuada antes de ser desinfectada.

O volume de meio de biotransformacao utilizado neste biorreactor foi de 1700 mL.

3.2.2.2 Biorreactor Parr

Os ensaios efectuados com pressdo absoluta superior a ambiente foram realizados na

instalacao experimental da Figura 3.2, representada esquematicamente na Figura 3.3.
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Figura 3.2 — Fotografia do biorreactor Parr.

J

"'Q

Médulo de controlo

Figura 3.3- Representaciio esquematica da instalacio experimental do biorreactor pressurizado e
acessorios: A — agitador; A.R. — circuito de refrigeracio; CCM — controlador de caudal massico; D — disco
de seguranca; F — filtro de ar; G — garrafa de gas; M — motor do agitador; Va — vélvula anti-retorno; V1,
V2, V3 e V4 — vilvulas; V5 — valvula de regulacdo; T — transdutor de temperatura (adaptado de Belo,
1999).
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O biorreactor (Parr, modelo 4563, EUA) ¢ constituido por um tanque de aco inox 316,
de capacidade méaxima de 600 mL; um agitador (A) com dois impulsores tipo turbina com
laminas inclinadas, accionado por um motor (M); um circuito de adgua de refrigeracdo (A.R.);
uma sonda de temperatura; e um tubo dispersor para promover o arejamento.

A espessura ¢ o sistema de vedacdo do biorreactor permitem operar até valores
maximos de pressdo e temperatura de 20.8 MPa e 350 °C, respectivamente. Caso a pressao
exceda o limite de seguranca, pode proceder-se a descompressdo do biorreactor, gragas a
existéncia de um disco de ruptura (D) no topo do mesmo.

Acoplado ao biorreactor, existe um modulo de controlo que permite monitorizar a
pressdo no interior daquele, assim como regular a sua agitacdo e temperatura, sendo esta
controlada por uma manta de aquecimento que envolve o biorreactor e pelo circuito de dgua
de refrigerag¢do (A.R.) que ¢ alimentado com 4gua corrente.

A fixacdo dos valores de pressao relativa ¢ efectuada manualmente pela abertura ou
fecho das valvulas de saida do gas (V3 e V5). Estes valores sao monitorizados no modulo de
controlo através de um transdutor de pressao (T).

Associado ao sistema de pressurizagdo estd ainda um controlador de caudal massico
(CCM) (Hastings Instruments, EUA), um filtro de ar em ago inox (0.45 um de porosidade) e
uma valvula anti-retorno (Va). Estas pecas encontram-se nos tubos de entrada de gas, que
podem ser ligados ao posto de ar comprimido (permitindo valores maximos de pressao de 0.7
MPa) ou a garrafas (G) de ar comprimido ou de ar puro.

Acoplou-se um condensador de tubos concéntricos, em aco inox, a valvula de saida de
gas (V3), assim como um filtro (0.45 um de porosidade), igualmente em ago inox, € uma
valvula de agulha (V5) que permite uma regulagdo mais fina da pressao.

O volume de meio de biotransformacao utilizado neste biorreactor foi de 400 mL.

3.2.2.3 Biorreactor Biostat

Utilizou-se este biorreactor para realizar ensaios de biotransformagdo a niveis de
oxigénio controlado, uma vez que tais ensaios nao podiam ser realizados no biorreactor
Biolab, por limitacdes do equipamento.

Este biorreactor (Biostat MD, B. Braun, Alemanha) ¢ constituido por um vaso de
vidro com uma capacidade maxima de 5 L. Esta equipado com uma camisa para controlo de
temperatura, um rotor de agitacdo com dois impulsores tipo turbina, com seis laminas € um

controlador de fluxo de massa para o arejamento (Hi-TecF201C-FB, Bronkhorst, Holanda).
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Inclui também sensores para a concentragao de oxigénio dissolvida (Mettler Toledo, Suica) e
temperatura. O biorreactor esta ligado a uma unidade de controlo digital que permite a
monitorizagdo e controlo das condigdes de operacdo. Esta unidade de controlo digital também
realiza fungdes como a amplificagdo dos sinais dos sensores e a calibragdo dos mesmos, assim
como actua no controlo final dos elementos, nomeadamente no aquecimento da camisa para
controlo da temperatura e na velocidade de agitacdo e/ou caudal de arejamento para controlo
da concentragdo do oxigénio dissolvido.

A entrada do biorreactor, o ar atravessa dois sistemas de filtragdo: um filtro
(Swagelok, com uma porosidade de 1 um) ¢ utilizado antes do controlador de fluxo de massa
para remover particulas sujas e um filtro (Pall Corporation, com uma porosidade de 0.2 um) ¢
colocado antes do biorreactor para remover particulas e microrganismos. A saida, o ar
atravessa um condensador.

O programa de aquisicdo e controlo foi construido em LabVIEW Professional
Development System, versdo 6.1. Os dados sdo adquiridos através de uma placa electronica

(6024E, National Instruments, EUA).

O volume de meio de biotransformacao utilizado neste biorreactor foi de 3400 mL.

3.3 Determinac¢ao da capacidade de transferéncia de oxigénio

3.3.1 Ensaios sem células

A determinacdo do K;a em ensaios sem células foi efectuada recorrendo ao método
estatico (sub-capitulo 2.7.1.1).

Tal como ja foi referido, o oxigénio presente no meio ¢ removido pela introdugdo de
azoto. De seguida, o meio € novamente arejado e agitado, monitorizando-se a concentragao de
oxigénio dissolvido.

Na Figura 3.4 apresenta-se, a titulo ilustrativo, a evolug¢do da concentracdo de oxigénio

dissolvido, apos re-arejamento no meio sem células, e a representacao grafica do logaritmo de

0] ~ . ~
1- o5 em fung¢do do tempo. O declive da recta resultante desta representacdo fornece o valor

de —KLa.
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Figura 3.4 — Evolucio da concentraciio de oxigénio dissolvido no meio sem células apos re-arejamento (A)

(0}
e representacio logaritmica de 1 — 5 ao longo do tempo (B).

3.3.2 Ensaios com células

A determinacao do K;a em ensaios com cé€lulas foi efectuada recorrendo ao método
dindmico (sub-capitulo 2.7.1.2).

Como ja foi referido, este método envolve duas etapas: uma de paragem do arejamento
e outra de retoma do arejamento nas condi¢des de operacdo. Assim, na primeira etapa, o
declive da recta correspondente ao decréscimo da concentragdo de oxigénio dissolvido,

permite determinar a taxa especifica de consumo de oxigénio (OUR). O valor de K;a ¢ igual
0, -0

ao simétrico do declive da recta resultante da representacdo grafica do logaritmo de OZ—O
i~ 0

em funcdo do tempo (Figura 3.5).
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Figura 3.5 — Evolucio da concentracao de oxigénio dissolvido no meio com células apo6s interrupcio do

0.-0
arejamento, seguida da sua retoma (A) e representaciio logaritmica de ——— ao longo do tempo (B).

i 0

3.4 Meétodos analiticos

3.4.1 Concentracio celular

3.4.1.1 Peso seco

A quantifica¢do da concentragdo celular foi efectuada através da leitura da absorvancia
das amostras (diluidas ou ndo) a um comprimento de onda de 600 nm (Agg), utilizando como
branco, agua destilada.

Para converter os valores de Agp obtidos para uma concentragao celular expressa em
peso seco por litro (g.L'l), recorreu-se a uma recta de calibragdo obtida previamente. Para
obter esta recta de calibragdo, leu-se a densidade optica (DO) do meio de cultura com células
(valor esse que deve ser proximo de 1) e filtrou-se, em triplicado, através de membranas
(Orange Scientific, com uma porosidade de 0.45 um) 10 mL dessa amostra, lavando o filtro
com mais 10 mL de dgua destilada. Estas membranas foram colocadas, de véspera, numa
estufa a 105 °C, tendo sido pesadas, ap6s terem arrefecido num exsicador.

A partir da suspensdo celular, foram preparadas varias dilui¢des, tendo-se igualmente
procedido a leitura da sua DO (entre 0.1 e 1) e a sua filtragdo. Procedeu-se de igual forma
para o branco, que consistiu em agua destilada. As membranas foram colocadas durante 24 h

numa estufa a 105 °C.
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O peso seco foi obtido pela diferenca entre o peso final e o inicial das membranas,
tendo-se descontado o valor dos brancos. A recta de calibragdo foi assim obtida pela

representacdo grafica das DO em fung¢do dos pesos secos (anexo 1.1).

3.4.1.2 Numero de células

A quantificagdo da concentracdo celular foi efectuada por contagem directa ao
microscopio Optico (Hertel & Reuss, Kassel), recorrendo a uma camara de Neubauer

(Blaubrand).

3.4.1.3 Viabilidade celular

A estimativa da viabilidade celular foi efectuada por observacdo microscopica das
células coradas com azul de metileno. Este apresenta uma colora¢do azul na sua forma
oxidada, tornando-se incolor quando reduzido. Segundo Postgate (1967), quando o azul de
metileno penetra em células viaveis, ¢ reduzido por uma desidrogenase que esta inactiva nas
células mortas. Outra explicacdo do método, consiste na suposi¢do de que o azul de metileno
apenas penetra células cuja permeabilidade selectiva da membrana plasmatica se encontra
seriamente comprometida (Bonara e Mares, 1982).

O método consiste em adicionar, a um dado volume de amostra, um volume igual de
solucao de azul de metileno (0.25 g.L'l) e aguardar 5 minutos. A suspensdo corada ¢ entdo
colocada numa camara de Neubauer e observada ao microscopio. A fraccdo de células vidveis

¢ a razao entre o namero de células ndo coradas e o numero total de células.

Preparacao da solucio de azul de metileno, 0.25 g.L'1 (100 mL):
Dissolver, em 100 mL de agua destilada, 0.025 g de azul de metileno ¢ 0.9 g de NaCl.

3.4.2 Quantificacdo dos agucares redutores

A quantificagcdo dos agucares redutores foi efectuada através do método do acido 3,5-
dinitrossalicilico, vulgarmente conhecido como método do DNS. Este método baseia-se no
facto de, na presenga de acucares redutores, o acido 3,5-dinitrossalicilico ser reduzido a acido
3-amino-5-nitrossalicilico, com formagdo de um complexo acastanhado que pode ser doseado

colorimetricamente a 540 nm.
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Para esta determinagdo, adicionou-se, num tubo de ensaio, 500 ul de reagente de DNS
a 500 pL de amostra (diluida, se necessario), previamente filtrada através de membranas (Pall
Corporation, com uma porosidade de 0.2 um), agitou-se e colocou-se num banho a 100 °C
durante 5 minutos. Apos ter arrefecido, adicionaram-se 5 mL de agua destilada, agitou-se e
leu-se a DO a 540 nm. O branco foi realizado da mesma forma, apenas substituindo a amostra

por agua destilada.

Preparacio do reagente de DNS (1 litro):
Dissolver, em 500 mL de agua destilada a 80 °C, 10 g de acido 3,5-dinitrossalicilico
Apos arrefecer, adicionar 200 mL de NaOH, 2 N

Adicionar 300 g de tartarato duplo de sodio e potassio e perfazer o volume até 1 L.

Para converter os valores de DO obtidos para uma concentracao de agucares redutores
expressa em gramas por litro (g.L™'), recorreu-se a uma recta de calibracio obtida
previamente. Para obter esta recta de calibracdo, prepararam-se seis solucdes de glucose, com
concentragdes entre 0.05 ¢ 1 gL' e procedeu-se ao método anteriormente referido. A recta de
calibracao ¢ assim obtida pela representacao grafica das DO em fungdo das concentragdes ja

conhecidas de cada solugdo (anexo 1.2).

3.4.3 Quantificacdo da y-decalactona

Durante a biotransformagdo, foram retiradas do meio, em intervalos de 2 horas,
amostras de 2 mL. Foram adicionadas as amostras, 2 microgotas de HCIl concentrado para
promover a lactonizac¢do total do acido 4-hidroxidecanoico, possibilitando a quantificagao
total de y-decalactona nas amostras.

Foi igualmente adicionado as amostras y-undecalactona numa concentracao de 100
mg.L"!, como padrio interno na quantificagdo da y-decalactona, que foi extraida do meio de
biotransformagao por éter dietilico (pureza 99,9%). Esta extrac¢do liquido/liquido realizou-se
adicionando 2 mL de éter dietilico a amostra contida num frasco de 4 mL, tendo sido
invertido dez vezes seguidas, para promover uma eficiente mistura. Apdés 2 minutos de
repouso, retirou-se 1 pL da fase superior com a ajuda de uma seringa e injectou-se
directamente no cromatografo.

O aparelho utilizado foi um cromatografo CP 9001, CHROMPACK com detector de

ionizacdo de chama, injector split/splitless e uma coluna capilar, modelo TRWAX
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(comprimento 30 m, diametro 0.32 mm e espessura do filme 0.25 pm), cuja fase estacionaria

¢ composta por polietilenoglicol.

Condicoes de operacio:
Temperatura do injector = 250 °C
Temperatura do detector = 300 °C
Temperatura do forno = programada para aumentar desde 60 °C até 145 °C, numa razdo de 5
°C por minuto e depois até 180 °C, numa razio de 2 °C por minuto.

Pressdo do gas de arraste (Hélio) = 50 kPa

Os dados foram analisados recorrendo ao programa de aquisicdo e integragao, CP-
Maitre, versao 2.5 da Chrompack e as rectas de calibracdo obtidas previamente para os
compostos y-decalactona e y-undecalactona (anexo 1.3). Para obter estas rectas, prepararam-se

. ~ - -1 ,
cinco solugdes destes compostos com concentragdes entre 50 e 800 mg.L™ e, apos serem
injectados, determinaram-se as areas correspondentes, recorrendo ao software ja referido.

Determinou-se a média das varias razdes concentragdo/area para os dois compostos, o
que permitiu determinar o coeficiente de resposta (K), que ¢ obtido pela razdo entre a média

correspondente a y-undecalactona e a da y-decalactona.

A determinacdo deste coeficiente permite quantificar a y-decalactona recorrendo a

Equacao 3.6.
1 A;/—dec'a
[y — deca] = [}/—undeca]xfx— (3.6)
y—undeca
Sendo:

[y-deca], a concentragdo de y-decalactona em mg.L™
[y-undeca], a concentragio de y-undecalactona em mg.L™
K, o coeficiente de resposta

Ag.geca> @ area da y-decalactona

Ag.undeca> @ area da y-undecalactona
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3.4.4 Quantificacdo de outras lactonas

As lactonas dec-2-en-4-olido, dec-3-en-4-olido e 3-hidroxi-y-decalactona foram
quantificadas por um sistema de GC-MS constituido por um cromatdgrafo gasoso Varian
3400 GC e por um espectrometro de massas ion-trap Varian Saturn II.

As amostras injectadas directamente no GC-MS foram as mesmas que ja tinham sido
injectadas no cromatografo gasoso.

A injeccao foi de 1 pL, foi efectuada em modo SPI (Septum-equipped programmable
injector) na coluna CPWAX-52-CB (comprimento 50 m, diametro 0.25 mm e espessura do
filme 0.2 pum).

O detector foi usado em modo de impacto electronico, energia de ionizacao de 70 eV e

gama de aquisi¢do de massas entre 29 m/z e 360 m/z, adquirindo a intervalos de 610 ms.

Condicoes de operacao:
Temperatura do injector = 20 °C a 250 °C
Temperatura do forno = programada para aumentar desde 60 °C até 250 °C, numa razdo de 3
°C por minuto; manter-se a esta temperatura durante 20 minutos; e
depois até 255 °C, numa razdo de 1 °C por minuto.

Pressao do gas de arraste (Hélio) = 103 kPa

Os dados foram analisados recorrendo ao programa de aquisicdo e de integragao,
Saturn.
Os varios compostos foram quantificados de forma idéntica a descrita no sub-capitulo

anterior.

Na Figura 3.6 apresenta-se um cromatograma tipico e o espectro de massa

correspondente aos varios compostos analisados.



3 MATERIAIS E METODOS 57

Soscnm 18 Spacnm 1
=
o] = j S o i E
WVJ:”LE b W\J:/ku
] E % E
] ralhe D E
- moirr = E
E 12
%] il 3 ] e E
13134
=3 l]l l L Lk | el
T A T g T T T T T T T gt T T T g T T gy
Auguind Parge mix Aped R iz
WCounis ] o000 S . S04 O { b st o
= =
b |

=== —
Ea] 4250 min. Gom: 4 Gharmt 1 ore 34 s G 1, B 4 CHODS=KON) 4470 mi. Bears T80 Charmat | B 10 s FC: Li70uet
F
= i W\/l;l“h-
; B
e ER.
E
= [ -
H_ phd 1 v,
] == == ==
Sulen| Porgn i

Figura 3.6 — Cromatograma tipico de uma amostra apés 10 horas de biotransformacao e espectro
de massa dos compostos dec-3-en-4-olido (A), y-decalactona (B), dec-2-en-4-olido (C), y-undecalactona (D)

e 3-hidroxi-y-decalactona (E).



4 Resultados e Discussao

Ao longo deste capitulo serdo apresentados os resultados obtidos relativamente ao efeito da

composi¢do do meio de biotransformagao e das condigdes operatorias nos valores de K;a, a influéncia

deste parametro com a produgdo de y-decalactona por biotransformagdo do ricinoleato de metilo e a

influéncia do oxigénio dissolvido e da pressdo de ar nesta mesma producdo. Apresentam-se ainda

resultados relacionados com o crescimento de Yarrowia lipolytica. Por fim, apresentam-se os

resultados referentes ao efeito do oxigénio nas vias metabolicas de degradacdo do ricinoleato de

metilo.

4.1
4.2
43
4.4
4.5
4.6

Efeito do meio de biotransformagdo nos valores de K;a
Crescimento de Yarrowia lipolytica

Producao de y-decalactona

Efeito dos valores de K;a na producao de y-decalactona
Efeito do oxigénio dissolvido na produgdo de y-decalactona

Efeito do oxigénio na via metabdlica da produgdo de lactona

L L L W e
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4.1 Efeito do meio de biotransformacao nos valores de K;a

Para estudar o efeito do meio de biotransformacgdo (meio bifasico) nos valores de K;a
fizeram-se varios ensaios, nos quais se variaram a velocidade de agitacdo e o caudal de
arejamento no meio, assim como a composi¢ao deste, nomeadamente no que diz respeito a
fracgdo organica (RM) e a frac¢do de surfactante (Tween 80).

As velocidades de agitacao utilizadas foram de 300 rpm, 400 rpm, 500 rpm e 600 rpm,;
os caudais de arejamento foram de 0.3 vvm, 0.6 vvm e 0.9 vvm. Estas condi¢des foram
testadas em diferentes composi¢cdes de meio de cultura, nas quais se utilizaram as fracgdes
volumicas de 0 %, 0.54 % e 1.08 % de RM e de 0 %, 0.023 %, 0.047 % e 0.093 % de Tween
80.

Os varios valores de K;a obtidos a diferentes condigdes de operagao e de composi¢ao

do meio sdo apresentados na Figura 4.1.

a. 0% RM; 0% Tween (v/v) b. 0.54% RM; 0% Tween (v/v)
- %0 r Bo
120 - 120
[ 00 100

| 80 80

K.a (h-") 60 K.a (h-")
40
20
-0

60
40
+20
0

Agitacéao . . . . 03 06 0.9 Arejamento Agitacao . . . 03 06 0,9 Arejamento
(rpm) ' (vvm) (rpm) . ’ (vvm)
c. 1.08% RM; 0% Tween (v/v) d. 1.08% RM; 0.023% Tween (v/v)
r %o 40
h%’?/- 0 0
r 100 100
80 1 80 »
- K h
60 K.a (h-1) 60 La (h-1)
L 40 40
20 20
n y n i
. = Arejamento : 5 09 :
Agitagao . 03 06 09 Agitagéo . 03 06 Arejamento
ipgo (vvm) (rpm) ipo (vvm)

(rpm)
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e. 1.08% RM; 0.047% Tween (v/v) 1.08% RM; 0.093% Tween (v/v)
h*’—/—[%o T‘—/—*%O
0 0
100 100
80 80
60 K. a (h-") P K,a (h-1)
40 40
20 20
0 0
Agitagio i [ | [ | 03 06 09 Arejamento Agitagao | [ ] [ | 03 06 09 Arejamento
(rpm) . ’ (vvm) (rpm) . ' (vvm)
g. 0% RM; 0.093% Tween (v/v) h. 0.27% RM; 0.093% Tween (v/v)
40 r %0
70 70
100 r 100
80 K,a(h1) 8o K.a (h-1)

60
40
20
0

Agitagao
(rpm)

.... 03

0,6 09 Arejamento
(vvm)

Agitagao
(rpm)

60
r40
20
+0

.. | B o3 06 09 Arejamento

(vvm)

i. 0.54% RM; 0.093% Tween (v/v)

Agitagao
(rpm)

.... 03

06 09 Arejamento
' (vvm)

Figura 4.1 — Valores experimentais de K;a a varias condicoes de operacdo e com diferentes

fraccdes volumicas de fase orgéinica e de surfactante.

Os resultados da Figura 4.1 foram utilizados para desenvolver uma correlagdo

empirica que permitisse prever os valores de K;a em fungao das condigdes de operagdo e da

composi¢ao do meio em fase organica e em surfactante. No entanto, antes de chegar a esta

correlagdo geral, testaram-se outras correlacdes mais particularizadas, que permitiram analisar

melhor a influéncia de cada varidvel por si s6 nos valores finais de K;a.

Desta forma, a primeira correlacdo a ser testada foi a representada pela Equagao 4.1,

utilizando os dados da Figura 4.1 a.
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KLa=5-(7gJ vy (4.1)

Sendo:
Pg, a poténcia necessaria para o biorreactor arejado (W)
V, o volume de trabalho do biorreactor (m’)
v,, a velocidade do gas superficial ao longo do biorreactor (rns'l)

J, ae f, constantes empiricas a determinar

Os célculos das diferentes varidveis encontram-se exemplificados no anexo 2.

Neste estudo, todos os pardmetros foram estimados recorrendo a ferramenta Solver do
software Microsoft Excel 2003, que permite a optimizagao de fungdes ndo lineares. Assim,
procedeu-se a minimizacao do somatério dos quadrados das diferencas entre os valores de
K;a experimentais e previstos pela Equagao 4.1. Os parametros optimos o, & e f, para esta
correlacdo, foram estimados como sendo 778, 0.4 e 0.7, respectivamente, obtendo-se a

seguinte expressao (Equacao 4.2):

P 0.4 o
K,a=778- (?J (v,) (4.2)

Moo-Young e Blanch (1981) sugeriram, para os parametros « e £, valores de 0.7 ¢ 0.3,
respectivamente, para meios nao coalescentes e de 0.4 e 0.5, respectivamente, para meios
coalescentes, ambos agitados com agitadores tipo turbina, com 6 laminas.

Linek (1987) sugeriu também valores de a e f de 0.6 e 0.4, para meios coalescentes,
usando o mesmo tipo de agitador.

Na correlagdo da Equagdo 4.2 verifica-se que a dependéncia do K;a ¢ superior
relativamente ao arejamento do que a agitagcdo, o que também foi verificado por Moo-Young
e Blanch (1981) em meios coalescentes (embora no caso deles a diferenca da dependéncia nao
seja tao evidente), o que indica que o meio sem fase organica, utilizado neste trabalho, tem
caracteristicas de meio coalescente.

A correlagdo obtida nestas condi¢des apresenta um desvio de 1 % nos valores de K;a
teoricos, como se pode constatar pela analise da Figura 4.2, em que sdo representados os

valores de K;a tedricos em funcdo dos experimentais.
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0 50 100 150
K , a experimental (h-1)

Figura 4.2- Valores experimentais de K, a versus valores tedricos, estimados a partir da Eq. 4.2.

Para sistemas com duas fases liquidas, em que a fase organica se dispersa na fase
aquosa, o efeito da fase organica no K;a deve ser contabilizada.
Nielsen ef al. (2003) propuseram uma correlagdo em que os valores de K;a dependiam

das condig¢des de operacao e da frac¢cdo organica presente no meio (Equagao 4.3).

K=o ] Y 0Ky 43

Sendo:

Xorg, a fracg@o volumica organica presente no meio

7, constante empirica a determinar

Também esta correlagdo foi aplicada aos resultados da Figura 4.1, nomeadamente aos
graficos a, b e ¢, que correspondem a ensaios com diferentes concentracdes de RM e sem
surfactante Tween 80. Os valores dos parametros o, o, f e y foram estimados em 228, 0.5,

0.6 e -18, respectivamente, obtendo-se a seguinte expressao (Equagado 4.4):

P . 0.6 —18
K,a=228- 7g () (1= X ) (4.4)

Analisando esta correlagdo, e comparando-a com a representada pela Equacgdo 4.2,
verifica-se que a presenga do componente organico aumenta a dependéncia do K;a em relagao
a agitacdo, embora se continue a verificar uma maior dependéncia relativamente ao

arejamento. Este facto ¢ previsivel, uma vez que a velocidade de agitacao ¢ um factor muito
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importante para aumentar a dispersdo da fase organica na fase aquosa, o que promove a
transferéncia gas-liquido. Relativamente a presenca de fase organica, constata-se que a
medida que a sua frac¢do aumenta no meio, os valores de K;a também aumentam. O facto de
a presen¢a de uma fase organica no meio, na auséncia de surfactante, aumentar os valores de
K;a vai favorecer a teoria de que ha aumento de transferéncia de oxigénio em fermentagdes
contendo uma fase liquida imiscivel (Tabela 2.2).

Esta correlacdo obtida apresenta um desvio de 2 % nos valores de K;a teodricos

relativamente aos experimentais, como se pode observar na Figura 4.3.

40 -

20 4 y=0,98x 'S
R2=0,9105

100

80 -

60

40 -

20 -

0 50 100 150
K , a experimental (h-)

Figura 4.3- Valores experimentais de K;a versus valores tedricos, estimados a partir da Eq. 4.4.

Usando a correlagdo empirica indicada pela Equagdo (4.3), Nielsen ef al. (2003),
obtiveram os valores de 650, 0.3, 0.7 e 1.7, para os pardmetros J, a, [ e y, respectivamente, o
que significa que, para o sistema estudado por estes autores, os valores de K;a também
dependem mais do arejamento do que da agitagdo, mas a presenca da fase organica diminui os
valores de K;a. Esta diferenca nos resultados pode ser justificada pelo facto de a fase organica
utilizada ser diferente em ambos os trabalhos: enquanto que neste consiste em ricinoleato de
metilo, no de Nielsen et al. (2003) consiste em n-hexadecano. Outra diferenca que deve ser
tida em conta entre os trabalhos € a percentagem de fracgdes organicas testadas. Neste
trabalho testaram-se percentagens muito baixas: 0 %, 0.27 %, 0.54 % e 1.08 %; enquanto que
no trabalho de Nielsen et al. (2003), as percentagens testadas foram de 0 %, 10 %, 25 % e
33 %.

Querendo testar a influéncia do surfactante nos valores de K;a, na auséncia do

organico imiscivel RM, ajustaram-se os dados dos graficos a e g da Figura 4.1 a Equacao 4.3,
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tendo-se estimado os pardmetros 6, &, £ e y como 288, 0.4, 0.6 e -381, respectivamente,

obtendo-se a correlacao expressa pela Equacao 4.5.

P 0.4
KLa = 288 ’ (7&,] ’ (VS )0.6 ’ (1 - XTween )_381 (45)

Sendo:

Xrween, @ fraccdo volumica de Tween 80 presente no meio

A correlacdo assim obtida neste trabalho, para o efeito do surfactante Tween 80
(Equagdo 4.5) apresenta um desvio de 2 % nos valores de K;a, como se pode constatar pela

observagao da Figura 4.4.

%0

120 1 y=0,98x
R2=0,8954

100 | .
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60 -
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0 50 100 150
K , a experimental (h-)

Figura 4.4- Valores experimentais de K;a versus valores tedricos, estimados a partir da Eq. 4.5.

Analisando a correlagdo verifica-se que, tal como se verificou nas correlagdes
anteriores (Equacdes 4.2 e 4.4), os valores de K;a sdo mais dependentes do arejamento do que
da agitagdo e que, na auséncia de RM, a presenca de pequenas quantidades de Tween 80
aumenta bastante os seus valores, dada a magnitude do expoente obtido para o factor de
correccdo relativo ao surfactante. Nao se conhecem muitos estudos sobre o efeito de Tween
80 na transferéncia de massa gas-liquido em meios bifasicos. No entanto, os estudos sobre o
efeito de surfactantes na transferéncia de oxigénio em sistemas aquosos de uma s fase
liquida, de uma forma geral, referem-se a um efeito negativo. Tal foi referido por Koide et al.
(1976), quando estudaram a transferéncia de massa de bolhas de gés em solu¢des aquosas
contendo surfactantes. Em 1982, Kawase e Ulbrecht estudaram o efeito de surfactante na

velocidade terminal de bolhas de gas e no coeficiente de transferéncia de massa, num fluido
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ndo newtoniano € constataram que ambos diminuiram na presenca de surfactante. Também
Sheppard e Cooper (1990), quando averiguaram como as caracteristicas na transferéncia de
oxigénio no meio liquido eram afectadas pelos surfactantes sintéticos, brometo de
dodeciltrimetilamoénio e dodecilsulfato de sodio e pelo biosurfactante surfactina, produzido
por Bacillus subtilis, verificaram que o coeficiente de transferéncia de massa diminuia
bastante na presenga de pequenas quantidades destes surfactantes. Em 1996, Wagner e Popel
também investigaram a influéncia de diferentes tipos de surfactantes (anidnicos e ndo i6nicos)
e da sua concentracdo na transferéncia de oxigénio em varios tipos de agua. Também eles
obtiveram um decréscimo na transferéncia de oxigénio. Uma explicacao para estes resultados
pode estar relacionada com a tensao superficial dos meios. Behring et al. (2004) verificaram
que usando baixas concentracdes de surfactantes (CTAB, Tween 80 e SDS), a tensdo
superficial nos solventes testados (n-hexano, alcool etilico, acetato de etilo, tetracloreto de
carbono e agua destilada) praticamente nao foi alterada. No entanto, a medida que a
concentracdo do surfactante aumenta, a tensdo superficial diminui acentuadamente. Isto
provoca uma diminui¢do do valor de kza, o que se deve essencialmente ao aumento da
coalescéncia das bolhas de gds nos meios de menor tensdo superficial, o que reduz a area
interfacial de transferéncia gés-liquido.

Neste trabalho, porém, apesar de serem utilizadas baixas concentra¢des de Tween 80,
verificou-se um aumento dos valores de K;a com o uso deste surfactante. De realgar que os
efeitos do surfactante num sistema gas-liquido-liquido podem ser diferentes dos observados
nos sistemas gas-liquido com uma s6 fase liquida. Uma vez que a presenca de surfactante
favorece a dispersdo da fase organica na aquosa, o que melhora a transferéncia de massa entre
as fases liquidas, pode ter ocorrido uma melhoria da transferéncia de oxigénio entre essas

fases o que podera ter aumentado os valores globais de K;a.

Com base na correlagdo expressa pela Equagao 4.3, propds-se uma correlacio mais
generalizada (Equacao 4.6), que tem em conta ambas as frac¢des, de RM e de Tween 80 no

meio.

K=o [ ] 0P 00 0 4

Sendo ¢, uma constante empirica a determinar
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O uso destas correlacdes assume que as duas fases se encontram bem dispersas,
formando uma emulsao. Isto € possivel uma vez que, para as varias velocidades de agitacdo, o
nimero de Reynolds determinado sugere que o sistema se encontre num regime de fluxo

turbulento (anexo 2).

Esta correlagao foi aplicada a todos os resultados da Figura 4.1 Os parametros 6, ¢, f,
y e @ foram estimados como sendo 148, 0.5, 0.5, 3 e -132, respectivamente, obtendo-se a

correlagdo generalizada expressa pela Equacao 4.7.

P 0,5
KLa:148 (?J .(vs )0’5 (I_XRM )3 ’ (I_XTween )7132 (47)

Pela andlise da Equagdo 4.7, constata-se, tal como ja se tinha verificado ao analisar a
correlagdo representada pela Equacao 4.5, que a presenca de Tween 80 aumenta os valores de
Kia. Quando o Tween 80 ¢ o RM estdo juntos nas fraccdes maximas testadas, que
correspondem a composicao do meio de biotransformacao, os valores de K;a sdo mais baixos
do que os observados para outras frac¢cdes mais baixas, como se pode comprovar analisando
os graficos a e f da Figura 4.1, o que justifica a necessidade de se optimizarem as condig¢des
de operacao e de estudar o seu impacto no processo de biotransformagao.

A correlacdo representada pela Equacdo 4.7 descreve com bastante aproximagdo os

valores de K;a tedricos (desvio de 2 %), como se pode verificar na Figura 4.5.
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Figura 4.5 - Valores experimentais de K;a versus valores teoricos estimados a partir da Eq. 4.7.

De modo a analisar o efeito conjunto do RM e do Tween 80 no meio, prop0s-se uma
ultima correlacdo (Equagdo 4.8), que foi igualmente aplicada a todos os resultados da Figura
4.1. Nesta correlacdo assumiu-se que toda a fraccdo de Tween 80 tem um comportamento
hidrofobico, o que na realidade s6 se passa com parte dessa fraccao, pois o Tween 80 possui
um grupo polar hidrofilico e um grupo apolar hidrofébico. Num meio bifésico, este composto

situa-se na interface lipidos-dgua, ligando-se a ambas as fases.
P\ s
KLa:é" 7 '(vs) '(l_XRMJrTween)]/ (48)

Os parametros o, a, f e y foram estimados como sendo 163, 0.5, 0.5 ¢ 4.2,

respectivamente, obtendo-se a correlagdo expressa pela Equagao 4.9.

P ” 0.5 4.2
KLa:163. 7g .(vs)' .(I_XRM‘FTVVCCH)' (49)

Analisando esta correlacdo, constata-se que, tal como ja tinha sido verificado, a
medida que aumenta a fraccdo conjunta de RM e Tween 80, os valores de K;a diminuem.
Este facto ¢ facilmente observavel na Figura 4.1 f. A correlacdo expressa pela Equacdo 4.9 ¢
concordante com a obtida por Nielsen er al. (2003), uma vez que os seus resultados
demonstraram que o aumento de fase organica no meio diminuia os valores de K;a.

No que diz respeito a dependéncia do K a em relagdo a agitagdo e ao arejamento, nao

houve alteracdes relativamente a correlagdo representada pela Equagdo 4.7.
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Esta correlagdo apresenta um desvio de 3 % nos valores de K;a, tal como se pode
constatar pela andlise da Figura 4.6, verificando-se também um aumento da dispersdo entre a
diferenga dos valores experimentais e teoricos. Assim, considera-se mais realista a correlacao
proposta na Equagdo 4.7, dado que permite discriminar os efeitos do RM e do Tween 80 no

KLa.
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Figura 4.6 - Valores experimentais de K;a versus valores tedricos estimados a partir da Eq. 4.9.

A relagdo entre o K;a tedrico e o experimental nas varias correlagdes propostas,
apresenta uma grande dispersdo, o que se reflecte no baixo valor de coeficiente de correlagao,
R”. Tal pode ser justificado por erros experimentais e limitagdes do método de determinagio
de K;a, entre os quais se pode referir o tempo de resposta da sonda de oxigénio.

Na pratica, o tempo de resposta da sonda ¢ frequentemente negligenciado e o OUR
assim como o K;a sdao obtidos directamente a partir do sinal da sonda. As sondas
polarograficas utilizadas na medi¢cdo do oxigénio dissolvido num meio tém um tempo de
resposta caracteristico (1), devido essencialmente a difusdo através da membrana da sonda e a
resisténcia a difusdo através do filme de liquido.

A determinacdo do K;a torna-se incorrecta quando o tempo de resposta da sonda de
oxigénio dissolvido ¢ grande. Assumindo uma dinamica de 1* ordem para o tempo de resposta
da sonda (aplicavel a sondas polarograficas esterilizdveis), o tempo de resposta de uma
membrana destas sondas ¢ definido como o tempo que decorre até a sonda atingir 63.2 % do
valor final da resposta, apds uma perturbagdo em degrau na concentracdo de oxigénio no
liquido (Tribe et al., 1995). A correccdo ao valor de K;a ¢ feita pela aplicacdo da Equacao
4.10.
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47 (4.10)

Em que (K,a) ¢é o valor do coeficiente de transferéncia de oxigénio determinado

experimentalmente.

De acordo com van’t Riet e Tramper (1991), valores de K;a inferiores a 0.1 s podem
ser estimados sem necessidade de correc¢do, com as sondas comercialmente disponiveis. Por
esta razdo, ndo foi necessario proceder a correcgdes nos valores de K;a, j4 que os valores
determinados foram inferiores a 0.1 s

Os tempos de resposta caracteristicos das membranas das sondas de oxigénio
esterilizdveis situam-se entre os 10 e os 100 s (Badino ef al., 2000). O tempo de resposta da
sonda 12/220 T, Mettler Toledo, utilizada neste trabalho, foi estimada como sendo 7.8 s a

27 °C.

4.2 Crescimento de Yarrowia lipolytica

Previamente ao estudo do processo de biotransformagdo, promoveu-se o crescimento de
células de levedura num meio com glucose, como foi referido no sub-capitulo 3.1.3.
Na Figura 4.7 apresenta-se, a titulo ilustrativo, a variagdo do crescimento de biomassa,
do consumo de agucares redutores (neste caso, glucose) e da concentracdo de oxigénio
dissolvido no meio, no biorreactor Biolab.

As condigdes de operagao usadas neste crescimento foram de 400 rpm e 0.9 vvm.
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Figura 4.7 — Variacdo da concentracio de biomassa (), concentracio de acucares redutores,
[AR], (A) e concentragio de oxigénio dissolvido no meio, [O,], a 27 °C, 400 rpm e com um caudal de

arejamento de 0.9 vvm.

Pode verificar-se que a fase estaciondria comeca ap6s 28 horas de crescimento, o que ¢
visivel pelo crescimento celular, que ¢ praticamente nulo a partir deste tempo de cultura, e
pelo consumo total da glucose.

A taxa especifica de crescimento (1) de Yarrowia lipolytica nestas condi¢des foi de
0.35 h'. Aguedo (2002) obteve p = 0.33 h™' no seu trabalho, realizando o crescimento das
leveduras em 200 mL de meio de cultura, em matrazes de 500 mL, mantidos a 27 °C, sob uma
agitacdo de 140 rpm.

Conforme se pode observar na Figura 4.7, a concentracao de oxigénio dissolvido no
meio ap6s uma hora de crescimento comegou a decair, atingindo valores da ordem de
1 mg.L", aproximadamente as 9 horas de crescimento, o que ilustra as elevadas necessidades
de oxigénio da estirpe de levedura utilizada. Apds este tempo, o oxigénio dissolvido tornou a
aumentar até 8 mg.L”', mantendo-se a esta concentra¢io durante cerca de 2 horas, para voltar
a decair até valores na ordem dos 6 mg.L™", por volta das 20 horas de crescimento. A partir
das 25 horas de crescimento, a concentracdo de oxigénio dissolvido no meio manteve-se mais
ou menos constante com valores entre 6.5 ¢ 7 mg.L'l.

O Kja foi determinado através do método dindmico as 21 h (fase exponencial) e as

32 h (fase estacionaria) de crescimento, assim como a OUR e q,, . Os valores sdo

apresentados na Tabela 4.1.
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Tabela 4.1 — Valores de K;a, OUR e qo; determinados nas fases exponencial e estacionaria, ao

longo de um crescimento de Yarrowia lipolytica.

Tempo (h) Kia (h™) OUR (g.L''.n™) qo2 (g. g0
21 73 0.117 0.06
32 75 0.065 0.02

Analisando a Tabela 4.1, verifica-se que o K;a manteve-se praticamente constante nas
fases exponencial e estacionaria. J4 a taxa de consumo de oxigénio pelas células diminuiu
para quase metade do seu valor na fase exponencial e a taxa especifica de consumo de

oxigénio diminuiu um tergo do seu valor. Os valores de qq, obtidos, quando comparados com

os valores maximos de gp, da levedura Saccharomyces cerevisiae, a crescer em glucose, que
sio de 0.16 gg'h' (Belo, 2003), sio bastante baixos, o que significa que muito

provavelmente ainda sdo inferiores ao valor maximo para esta levedura.

4.3 Producio de y-decalactona

Apds a fase de crescimento, as células foram transferidas para o meio de
biotransformagdo para se promover a producdo de y-decalactona por biotransformagdo do
ricinoleato de metilo. Esta produgdo foi estudada em fun¢do das condi¢des de operacao,
nomeadamente de agitacdo e arejamento e, consequentemente, dos valores de K;a do meio. A
titulo ilustrativo, apresenta-se na Figura 4.8 a evolucdo, ao longo do tempo, da concentragao
de oxigénio dissolvido no meio e da produgdo de y-decalactona em duas biotransformacgdes

com condi¢des de operagdo bastante distintas: A. 300 rpm e 0.3 vvm; B. 600 rpm ¢ 0.9 vvm.
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Figura 4.8 — Variacdo, ao longo do tempo, da concentracao de oxigénio dissolvido e da producio de
y-decalactona a diferentes velocidades de agitacio e caudais de arejamento: A, 300 rpm e 0.3 vvm; B, 600

rpme 0.9 vvm.

Conforme se pode observar na Figura 4.8, no ensaio com as condi¢des de operagdo de
baixa agita¢do e arejamento, houve completa deple¢dao do oxigénio dissolvido no meio. Pelo
contrario, perante condigdes de operagdo com elevada agitacdo e arejamento, a concentragao
de oxigénio dissolvido manteve-se em valores superiores a 70 % da saturacdo durante toda a
experiéncia.

De um modo geral, foi observado em todos os ensaios que a concentragdo de
y-decalactona aumenta até atingir o seu valor maximo, que geralmente ¢ obtido as 10 horas de
biotransformagdo. Apos este tempo, a concentracdo de y-decalactona comega a diminuir até
desaparecer totalmente. Este decréscimo deve-se ao facto de este metabolito ser degradado
pelas leveduras.

Se se comparar a produgao maxima deste composto nos dois exemplos apresentados,
verifica-se que em A, obteve-se um méaximo de produgdo de 78 mg.L™" e em B, de 110 mg.L™,
o que sugere que condicdes de operagdo que garantam valores superiores de K;a, a partida,

favorecem a producado de y-decalactona.

4.4 Efeito dos valores de K;a na producio de y-decalactona

A influéncia dos valores de K;a na producao de y-decalactona foi estudada em varias
biotransformagdes com diferentes condi¢cdes de operagcdo. Na Tabela 4.2 apresentam-se o0s
resultados obtidos nas diferentes biotransformacoes. As determinacoes de K a e OUR foram
efectuadas as 9 horas de biotransformagdo. A contagem celular foi realizada as 10 horas de

biotransformacao.
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Tabela 4.2 - Valores de K;a e concentracio celular a diferentes condicées de operacio.
Ensaios 1 2 3 4 5 6 7
Agitacdo (rpm) 300 300 400 400 600 600 600
Arejamento (vvm) 0.3 0.6 0.3 0.6 0.6 0.9 1.8
K;a experimental
e 24+1.8 25+2.5 43 +0.7 54+1.2 85+0.9 88 +3.3 (ND)
sem células (h™") @
N° células. mL”"  1.07x 10"  5.15x10° 1.18x10" 1.44x10" 534x10" 4.19x10" 5.75x10°
K;a experimental
’ 26+2.6 32+32 49+49 70 +7 102+10.2 125+12.5 151+15.1
com células (h™)
K.a tegrico 26 34 41 54 104 123 162

(™

(*) Este valor ¢ apresentado com o desvio padrdo de 3 réplicas.

(ND) Dado nao disponivel por limitagdes experimentais.

Comparando o K;a experimental sem células e o K;a experimental com células nos
varios ensaios, verifica-se que para a gama de numero de células, por mililitro, utilizada neste
trabalho, 5.15 x 10° e 5.34 x 107, a presenca de células activas no meio pode aumentar até
40 % (ensaio 6) o valor de K;a do sistema. A variacao deste aumento esta relacionada com as
condi¢des de operacdo. Assim, verifica-se um maior aumento dos valores de K;a com células
nos casos em que as condi¢des de operacao originam valores mais elevados de K;a (maiores
velocidades de agitacdo e caudais de arejamento). Contudo, se a comparagdo for estabelecida
entre o K;a previsto pela correlacdo expressa pela Equacdo 4.7 e o K;a determinado durante a
biotransformagao, verifica-se que os valores deste parametro sdo muito proximos, obtendo-se
uma correlagdo linear entre os valores, com declive praticamente igual a unidade. Assim, nao
foi proposta nenhuma correccao aos valores de K;a previstos pela correlagdo expressa pela
Equacdo 4.7 devido a presenca de células.

Segundo Ju e Sundararajan (1995), as células podem afectar as taxas de transferéncia
de oxigénio por trés mecanismos: pela respiracdo das células acumuladas na interface gas-
liquido, pela presenga fisica das células como particulas solidas, e pela modificacdo do meio

pelas células. No seu estudo, estes autores verificaram que, de um modo geral, o efeito das
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células foi aumentar as taxas de transferéncia de oxigénio. A presenga fisica das células como
particulas solidas diminuiu a transferéncia de oxigénio, possivelmente devido a baixa
permeabilidade do oxigénio na camada de células acumulada junto a superficie das bolhas. A
respiragdo das células e a modificagdo do meio, por seu lado, aumentaram as taxas de
transferéncia de oxigénio

Na origem do aumento do K;a na presenca de células, neste trabalho, podera estar:

e a presenca fisica das células como particulas solidas. Varios estudos mostraram
que as células, como particulas solidas, podem mudar a situagdo hidrodinamica
na vizinhanga da interface gés-liquido. Andrews et al. (1980a; 1980b)
propuseram uma teoria para descrever o efeito das células na transferéncia de
oxigénio a partir de um aumento de bolhas. De acordo com esta teoria, o arraste
hidrodinamico nas células agarradas a uma bolha ird mover a interface que, de
outro modo, ficaria imdvel devido aos materiais dos meios de fermentacgdo
adsorvidos a superficie. Foi demonstrado que a eficiéncia da colisdo das células ¢
maior caso a interface de bolhas se estiver a mover do que se estiver estacionaria.
O aumento da interseccdo origina mais células agarradas a interface, maior
arraste ¢ maior movimento interfacial. Este fenomeno, conhecido como “efeito
bola de neve” pode resultar em valores de transferéncia de massa maiores,
aumentando assim a transferéncia de oxigénio.

e arespiracdo das células acumuladas na interface gas-liquido. Bartholomew et al.
(1950) propuseram que o oxigénio pode ser directamente transferido das bolhas
de géas para os microrganismos a respirar, acumulados na interface gas-liquido.
Assim, as resisténcias as transferéncias de massas dos filmes liquidos a volta das

bolhas de gas e das células sdo eliminados.

Na Tabela 4.3 apresenta-se a produgdo maxima de y-decalactona nas varias

biotransformacdes realizadas sob diferentes condi¢des de operagao.
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Tabela 4.3 — Producio de y-decalactona a diferentes valores de K, a.

Ensaios 1 2 3 4 5 6 7
K a experimental
. 26 32 49 70 102 125 151
(h™)
y-decalactona
78 + 12 60+9 73+ 11 141 +£21 86+ 13 110+17 90 + 14
(mg.L™")

Analisando os resultados apresentados na Tabela 4.3, verifica-se que a producgdo de
y-decalactona foi, de uma forma geral, baixa, quando comparada com a producao obtida por
Aguedo (2002) em matraz, contendo 200 mL de meio, sob agitagdo de 140 rpm. Nestas
condicdes, este autor obteve produgdes na ordem dos 250-300 mg.L'. Esta diferenca
significativa pode ser justificada pelo uso de inoculos com concentragdes diferentes.
Nomeadamente, este autor utilizou indculos com concentracdes na ordem de 10° células por
mL, enquanto neste trabalho foram utilizados indculos na ordem de 107 células por mL.

Embora haja uma ligeira tendéncia para a producao de y-decalactona aumentar com o
aumento do K;a, os resultados ndo foram suficientes para estabelecer uma correlagdo entre
estas variaveis. Aplicando uma andlise de variancia aos dados da tabela (ANOVA, anexo 3)
verifica-se que estatisticamente (P=0.05) existem diferengas significativas na producao de
y-decalactona. Assim, os resultados indicam existir um maximo de produ¢do do aroma para
valores de kza da ordem de 70 h™', que foi obtido para condicdes de agitagdo e arejamento de
400 rpm e 0.6 vvm, respectivamente. Estas condi¢des sdao intermédias relativamente aos
restantes ensaios € parecem ser suficientes para uma produgdo de y-decalactona maxima para
as restantes condi¢des operatorias utilizadas, com base na quantidade de biomassa existente e
na quantidade de substrato a degradar. Utilizando condigdes de agitacdo mais baixas, o
processo de produgdo nado ¢ tdo eficiente, provavelmente devido a possibilidade de nao se
formar uma emulsao homogénea. Por outro lado, utilizando condi¢des de agitagao superiores,
podem ser desencadeadas alteragdes metabolicas e ocorrer atrito hidrodindmico sob as células
devido as tensdes de corte causadas pela agitacdo. Este atrito pode provocar stresse nas
c€lulas, alterar a sua morfologia e diminuir a sua viabilidade. Contudo, e no que a esta diz
respeito, este factor foi monitorizado e ndo se verificou decréscimo na viabilidade celular com
o aumento da agita¢do. Relativamente as alteragcdes na morfologia, como ja foi referido, a

levedura Yarrowia lipolytica pode apresentar dois aspectos morfoldgicos distintos: sob as
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formas oval e de filamento. Embora Aguedo (2002) tenha verificado que a morfologia celular
ndo influencia a producdo de y-decalactona, nos ensaios em biorreactor, podem ocorrer danos
nos filamentos de levedura, que poderdo afectar a producio de y-decalactona. E relevante
mencionar que a populacao de filamentos, observada ao microscopio, nao ¢ negligenciavel.
Convém ainda salientar que o uso de condigdes de agitagdo intermédias em contraste
com o uso de condi¢des mais elevadas tem a vantagem de limitar os custos energéticos com a

poténcia consumida pelo agitador.

4.5 Efeito do oxigénio dissolvido na producio de y-decalactona

Com o intuito de estudar o efeito do oxigénio dissolvido na biotransformacao,
efectuaram-se ensaios com oxigénio puro no biorreactor Biolab, ensaios com ar no biorreactor

Parr e por fim, ensaios a oxigénio controlado no biorreactor Biostat.

4.5.1 Oxigénio puro (biorreactor Biolab)

Foram realizados ensaios com velocidade de agitacio de 400 rpm e caudal de
arejamento de 0.6 vvm, utilizando oxigénio puro. Na Tabela 4.4 apresentam-se os resultados,
de um dos ensaios efectuados, relativos a determinacdo de K;a as 9 horas de

biotransformacao, assim como o nimero de células as 10 horas.

Tabela 4.4 -Valores de K;a e concentracio celular, utilizando oxigénio puro.

K;a experimental
sem células (h™)

K, a experimental com

0 A4 -1
N° células.mL células (h'l)

46 +3.4 7.92 x 10° 78 +7.8

Comparando estes resultados com os obtidos quando utilizando ar (ensaio 4, Tabela
4.2), verifica-se que o K;a experimental sem células ndo sofreu grande alteracdo, sendo
ligeiramente menor quando se utilizou oxigénio puro. Relativamente aos valores de Ka
experimental com células, também nao houve grandes variacdes em relacdo aos valores
obtidos quando se utilizou ar, confirmando-se o efeito positivo das células activas no valor de

KLa.
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A produgio méxima de y-decalactona obtida neste ensaio foi de (75 + 11) mg.L™.

Comparando a producdo de y-decalactona em condi¢des de agitacdo e arejamento
semelhantes (400 rpm e 0.6 vvm, respectivamente), variando apenas o gas de arejamento
(ensaio 4, Tabela 4.3), verifica-se que se obteve uma maior produgdo ((141 + 21) mg.L™")
quando se utilizou ar em vez de oxigénio puro, o que pode significar que o fluxo de oxigénio
utilizado e o valor de concentracdo de oxigénio dissolvido atingidos, provavelmente foram
excessivos, podendo, por um lado, ter sujeitado as células a uma situagdo de stresse oxidativo,
tendo inibido a producdo de y-decalactona, ou ter causado desvios na via da [-oxidagdo

peroxisomal.

4.5.2 Pressao de ar (biorreactor Parr)

Com o objectivo de identificar possiveis efeitos de stresse oxidativo ou stresse
hiperbarico na producao de y-decalactona, foram realizados ensaios no biorreactor Parr, que
permite operar a valores de pressdo de ar superiores a atmosférica. Para tal, além de se
realizar a biotransformacdo do ricinoleato de metilo em y-decalactona a variadas pressoes,
realizaram-se previamente crescimentos celulares em meio com glucose a diferentes pressoes,
para investigar também o efeito do oxigénio no crescimento das células. Desta forma,

apresentam-se na Figura 4.9 trés crescimentos celulares a diferentes pressoes.
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Figura 4.9 — Crescimento de Yarrowia lipolytica a 400 rpm e 0.9 vvm a condi¢cdes normais de

pressio e temperatura (PTN), sob diferentes pressdes: (<) 0.5 MPa, (A) 0.1 MPa e (0) 1 MPa.

Analisando a Figura 4.9, constata-se que o crescimento celular ¢ superior quando se
aplicam pressoes de 0.5 MPa e de 0.1 MPa e que, pelo contrario, ¢ bastante reduzido quando
sujeito a pressdes de 1 MPa. Relativamente aos dois primeiros casos, o valor maximo de
concentracdo celular obtido em ambos, nao diferiu muito, tendo sido de 6.1 g.L'1 e de
5.6 g.L"!, respectivamente. No entanto, o crescimento foi muito mais lento no segundo caso,
razdo pela qual o crescimento maximo também foi atingido posteriormente: quando se
aplicaram pressdes de 0.5 MPa o crescimento maximo foi obtido as 28 horas, enquanto que,
quando se aplicaram pressdes de 0.1 MPa foi as 36 horas. No ensaio em que se aplicaram
pressdes de 1 MPa, obteve-se um crescimento maximo de 1.6 gL' as 22 horas de
crescimento.

Analisando a Tabela 4.5 onde se apresentam as taxas especificas de crescimento de
cada ensaio, verifica-se que a pressao de 0.5 MPa obtém-se o maior valor. Para as pressoes de
0.1 MPa e 1 MPa, as taxas especificas de crescimento sao bastante semelhantes, o que se deve
ao lento crescimento no primeiro caso e ao reduzido no segundo.

Importa salientar que, no que concerne ao crescimento celular a uma pressdo de
0.5 MPa de ar, a que corresponde uma pressao parcial de oxigénio de cerca de 0.1 MPa,
equivalente a oxigénio puro a pressdao normal, ndo foi observada inibi¢ao de crescimento; pelo
contrario, observou-se uma estimulacdo da velocidade de crescimento das células pela maior

disponibilidade de oxigénio.
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Tabela 4.5 — Taxas especificas de crescimento de Yarrowia lipolytica a diferentes pressoes.

Pressio (MPa) )
0.1 0.12
0.5 0.21
1 0.15

Comparando as taxas especificas de crescimento obtidas neste biorreactor com a
obtida no biorreactor Biolab (1= 0.35 h™"), verifica-se que sio bastante inferiores. No entanto,
os resultados obtidos neste biorreactor ndo podem ser comparados directamente com os do
biorreactor Biolab, porque tém geometrias completamente diferentes. Os seus desenhos, assim
como o tipo de agitadores também sdo bastante distintos, o que provoca um stresse
hidrodindmico diferente, que influencia o comportamento celular.

No que diz respeito a produ¢do do composto aromatico, os resultados obtidos
correspondentes a diversos ensaios em que se aplicaram diferentes pressdes, tanto na fase de

crescimento como na de biotransformacao, sao apresentados na Figura 4.10.

400 -
350 -

[y-decalactona] (mg.L ")

50 60

Tempo (h)

Figura 4.10 — Producio de y-decalactona a 400 rpm e 0.9 vvim (PTN), sob diferentes condi¢des de
pressdo durante o crescimento e biotransformacio, respectivamente: (¢) 0.1 MPa, 0.1 MPa, (O) 0.5 MPa,

0.1 MPa, (x) 0.1 MPa, 1 MPa, (A) 0.1 MPa, 0.5 MPa e (O) 0.5 MPa, 0.5 MPa.

Analisando a Figura 4.10, verifica-se que se obtiveram maiores quantidades de -
decalactona (bastante superiores as obtidas no biorreactor Biolab) quando se utilizou, durante
a biotransformagdo, uma pressao de 0.1 MPa (pressdo ambiente) e durante o crescimento

pressdes de 0.1 MPa e 0.5 MPa. As concentragdes obtidas nos dois casos foram bastante
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semelhantes (328 mg.L™" e 280 mg.L"', respectivamente), o que confirma a inexisténcia de
inibicdo da actividade microbiana desta estirpe quando pré-exposta a uma pressao de 0.5
MPa.

As menores producdes de y-decalactona foram obtidas quando se utilizaram pressdes
de 0.5 MPa na biotransformacdo e de 0.1 MPa e 0.5 MPa no crescimento. Embora a produgao
nestes dois casos seja bastante semelhante, foi ligeiramente mais lenta no segundo caso. Mais
uma vez se verifica que a exposicao das células, durante a fase de crescimento, a uma pressao
mais elevada de oxigénio, ndo induziu adaptagdo as condigdes hiperbaricas no que diz
respeito ao funcionamento da -oxidacao peroxisomal.

A producdo com valores intermédios foi obtida quando se aplicaram pressdes de
0.1 MPa e 1 MPa nas fases de crescimento e de biotransformacao, respectivamente.

Comparando os diferentes resultados, constata-se que a aplicacdo de pressao na fase
de biotransformacdo também ndo ¢ vantajosa para a producdo de y-decalactona, ja que os
valores superiores de concentracdo de y-decalactona foram obtidos quando se aplicou a
pressao atmosférica. No entanto, comparando os resultados em que se utilizaram pressoes de
0.1 MPa na fase de crescimento e 0.5 e 1 MPa, respectivamente, na fase de biotransformagao,
verifica-se que este aumento de pressdo no ultimo caso praticamente duplicou a producao de

y-decalactona.

4.5.3 Oxigénio controlado (biorreactor Biostat)

Com base nos resultados obtidos na Figura 4.8, pretendeu-se verificar qual a influéncia
na produgdo de y-decalactona se se utilizassem concentragdes controladas de oxigénio
dissolvido no meio durante todo o bioprocesso, permitindo a variacdo do K;a ao longo do
tempo pela variagdo automatica da velocidade de agitacdo e do arejamento. Desta forma,
realizaram-se ensaios de modo a ndo permitir que a concentracdo de oxigénio descesse a

niveis inferiores a 30 % de saturag@o de oxigénio (Figura 4.11).
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Figura 4.11 — Variacdo das condicdes de operacio (agitacio e arejamento) ao longo de uma

biotranformacao realizada a concentracgao de oxigénio controlada.

Analisando a Figura 4.11, verifica-se que até as 10 horas de biotransformagdo, a
concentracdo de oxigénio dissolvido no meio manteve-se elevada, tal como se verificou no
grafico A da Figura 4.8. Apds este tempo, o sistema atingiu a concentragdo de 30 % de
saturacdo de oxigénio, altura em que o caudal de arejamento e a velocidade de agitagdo
aumentaram bruscamente, de modo a que o sistema se conseguisse manter com esses valores
de percentagem de saturacdo de oxigénio. Este tempo coincide com o tempo de
biotransformacao em que normalmente se atingem os valores mais elevados na producao de
y-decalactona (Figura 4.8). No entanto, neste caso, o maximo de producao foi obtido mais
tarde, as 24 horas de biotransformagao (Tabela 4.6).

Por volta das 20 horas, verifica-se que o caudal de arejamento e a velocidade de
agitacdo voltaram aos valores iniciais e que a percentagem de saturacdo de oxigénio no meio

manteve-se mais ou menos constante, a valores de 50 %, aproximadamente.

Tabela 4.6 — Concentragdes celular e de y-decalactona obtidas a diferentes tempos de
biotransformacao.
Tempo (h) N° células.mL’ y-decalactona (mg.L™")
0 2.90 x 10° 0
10 1.22 x 107 27

24 1.95 x 107 37
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E importante referir que ndo foram recolhidas amostras entre as 10 e as 24 horas, pelo
que nao se pode afirmar existir, num tempo intermédio, algum valor superior aos
apresentados. Porém, com base nos resultados obtidos, verifica-se que o valor as 10 h, bem
como o valor maximo de producdo de y-decalactona nestas condi¢des sdo bastante baixos
quando comparados com os obtidos em biotransformagdes em que ndo se controlou a
concentracdo de oxigénio (Tabela 4.3), nomeadamente, no ensaio representado na Figura 4.8
pelo grafico A, em que se obteve uma produc¢io méaxima de 78 mg.L". Este facto confirma
que a limitacdo de oxigénio na fase de maior produgdo influencia a producao de y-decalactona
e que ¢ bastante importante operar em condigdes de operagdo que assegurem uma elevada
taxa de transferéncia de oxigénio.

Nao se controlaram concentragdes mais altas de saturagdo de oxigénio porque,
observando o grafico B da Figura 4.8, constata-se que a concentracao de oxigénio dissolvido
no meio se manteve sempre elevada.

Ressalve-se ainda que teria sido preferivel ter realizado este ensaio, a oxigénio
controlado, no biorreactor Biolab, onde foram realizados os restantes ensaios a pressao

atmosférica, o que nao foi possivel por limitagdes experimentais.

4.6 Efeito do oxigénio na via metabdlica da producio de lactona

A via metabolica da levedura implicada na biotransformacdo do ricinoleato de metilo
em y-decalactona ¢ a B-oxidagdo peroxisomal (sub-capitulo 2.3).

O acido-4-hidroxidecanoico (precursor directo da y-decalactona) pode ser degradado,
pelas enzimas da B-oxidacdo peroxisomal, em varios compostos que aparecem no meio de
biotransformacdo. E o caso do dec-3-en-4-olido, dec-2-en-4-olido e 3-hidroxi-y-decalactona,
que foram também quantificados para além da y-decalactona (sub-capitulo 3.4.4).

Foi demonstrado por Blin-Perrin et al. (2000) que os varios intermediarios da
degradagdo podem sair livremente dos peroxisomas para o meio, podendo desta forma ser
quantificados.

As concentragdes destes compostos no meio variam principalmente com a actividade
das enzimas acetil-CoA oxidase e 3-hidroxiacetil-CoA desidrogenase, que ¢ influenciada pelo
oxigénio. Desta forma, fornecem, de forma indirecta, informacdes sobre a influéncia do

oxigénio no controlo da via metabdlica.
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4.6.1 Efeito do oxigénio a pressao atmosférica

Os resultados obtidos nos ensaios de biotransformagado apresentam-se na Figura 4.12.
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Figura 4.12 — Concentra¢io dos compostos 3-dec-en-4-olido (W), y-decalactona (<), 2-dec-en-4-
olido (A) e 3-hidroxi-y-decalactona (x) em diferentes condicdes de operacio: A, 300 rpm e 0.3 vvm; B, 600
rpm, 0.9 vvm; C, 600 rpm e 1.8 vvim; D, 400 rpm e 0.6 vvim, com oxigénio puro; E, concentracio de

oxigénio controlada a 30 % de saturacio.

Analisando os resultados da Figura 4.12, verifica-se que aumentando o arejamento de

um caudal de 0.3 vvm para 0.9 vvm (graficos A e B) e, consequentemente, a concentracao de
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oxigénio dissolvido no meio, ocorre um grande aumento da produc¢do de 3-hidroxi-y-
decalactona (de 122 mg.L™" para 263 mg.L"), enquanto que a produgio de y-decalactona (de
78 mg.L"' para 110 mg.L"') aumenta ligeiramente. A acumulagio destes dois compostos
ocorre quando a 3-hidroxi-acetil-CoA desidrogenase e a acetil-CoA oxidase, respectivamente,
controlam o fluxo da via da B-oxidacdo. A acetil-CoA oxidase utiliza oxigénio de maneira
indirecta na regeneragdo do cofactor, pelo que um aumento da concentracao deste aumentara
a sua actividade. Neste caso, esta enzima ndo serd limitante no fluxo, ndo havendo grande
acumulagdo de y-decalactona, porque o seu precursor directo ¢ degradado posteriormente. Por
sua vez, a actividade da 3-hidroxi-acetil-CoA desidrogenase depende da regeneragdo do
NAD". A re-oxidagio do NADH, usado nesta via ainda ndio estd bem esclarecida, mas pensa-
se estar relacionada com a respiragdo mitocondrial, pelo que o arejamento também podera
influenciar, de maneira indirecta, a regeneragdo de NAD" e, consequentemente, a actividade
da enzima. No entanto, aparentemente, neste caso, a 3-hidroxi-acetil-CoA desidrogenase tem
uma baixa actividade, pelo que limita o fluxo, promovendo a acumula¢do de 3-hidroxi-y-
decalactona.

Quando se aumenta ainda mais o arejamento, para um caudal de 1.8 vvm (grafico C),
verifica-se que a produgio de 3-hidroxi-y-decalactona ¢ bastante reduzida (45 mg.L™),
enquanto que a de y-decalactona ndo variou muito em relagdo as restantes condi¢des
(90 mg.L™") (graficos A e B).

Quando se utilizou oxigénio puro (grafico D) e concentracdo de oxigénio controlada a
30 % de saturacao (grafico E), verificou-se uma elevada producdo de 3-hidroxi-y-decalactona
(247 mg.L™"), comparavel a obtida quando se utilizaram 600 rpm e 0.9 vvm (grafico B),
embora neste ultimo caso tenha sido ligeiramente superior (263 mg.L'l). Isto demonstra o
controlo da via pela enzima 3-hidroxi-acetil-CoA desidrogenase. No entanto, embora em D, a
producdo de y-decalactona tenha sido comparavel a dos restantes casos (75 mg.L™"), em E, foi
bastante inferior (37 mg.L"), o que significa que a actividade da acetil-CoA oxidase ¢
bastante elevada nestas condigoes.

Relativamente ao composto dec-3-en-4-olido, a sua produgdo foi sempre reduzida em
todos os casos, havendo poucas variagdes nas diferentes condi¢des. No entanto, a sua
producdo foi sempre inferior a do dec-2-en-4-olido, provavelmente devido ao facto de este
ultimo poder ser originado de duas formas, pela desidratacdo da 3-hidroxi-y-decalactona e
pela lactonizagdo de 4cido 4-hidroxi-2-desidrodecanoico, enquanto que o dec-3-en-4-olido ¢

originado apenas pela desidratagdo da 3-hidroxi-y-decalactona.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO 85

E importante salientar o desaparecimento de todos os compostos analisados, o que
significa que, a semelhanga do que acontece com a y-decalactona, também estes compostos

sao posteriormente degradados pelas leveduras.

4.6.2 [Efeito do oxigénio a pressdo aumentada

Os resultados das analises efectuadas aos ensaios realizados no biorreactor Parr, a
diferentes condi¢des de pressdo sdo apresentados de seguida. Estes resultados ndo podem ser
comparados directamente com os anteriormente apresentados devido as diferengas nas
condig¢des de operacao, como ja foi referido.

Na Figura 4.13, apresentam-se os resultados obtidos no biorreactor Parr, sem exposi¢ao

a pressoes acrescidas.
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Figura 4.13 - Concentra¢io dos compostos 3-dec-en-4-olido (W), y-decalactona (<), 2-dec-en-4-
olido (4A) e 3-hidroxi-y-decalactona (x) a 400 rpm e 0.9 vvin (PTN), a 0.1 MPa durante o crescimento e

durante a biotransformacao.

Verifica-se que, nestas condi¢des, ha uma elevada producdo de y-decalactona (328
mg.L™"), contrastando com a baixa producio de 3-hidroxi-y-decalactona (28 mg.L™"), o que
significa que, neste caso, a enzima limitante da via de -oxidagdo ¢ a acetil-CoA oxidase,
possuindo baixa actividade, o que permite a lactonizacdo do 4cido 4-hidroxidecanoico
(Figura 4.17). Relativamente as concentragdes dos compostos dec-3-en-4-olido e dec-2-en-4-
olido, constata-se que nao sdo muito elevadas. O efeito da pressao na fase de crescimento das

células e, consequentemente, na producao dos compostos, ¢ apresentado na Figura 4.14.
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Figura 4.14 - Concentra¢io dos compostos 3-dec-en-4-olido (W), y-decalactona (<), 2-dec-en-4-
olido (A) e 3-hidroxi-y-decalactona (x) a 400 rpm e 0.9 vvm (PTN), a 0.5 MPa durante o crescimento e 0.1

MPa durante a biotransformacao.

A produgao de y-decalactona também foi bastante elevada nestas condigdes (280
mg.L™"), embora ligeiramente inferior & obtida no caso anterior, quando ndo se aplicou pressio
acrescida na fase de crescimento. No entanto, neste caso, a producdo de 3-hidroxi-y-
decalactona (141 mg.L™") foi superior 4 do caso anterior (28 mg.L™"), o que significa que a
aplicacdo de pressdes de 0.5 MPa na fase de crescimento diminui a actividade da enzima
3-hidroxiacetil-CoA desidrogenase, que vai limitar o fluxo da via da B-oxidagdo, exercendo
algum controlo na via, permitindo a acumulacdo de 3-hidroxi-y-decalactona. Porém, a enzima
limitante nestas condi¢des parece ser a acetil-CoA oxidase que, pela sua baixa actividade,
permite grande acumulagdo de y-decalactona e menor de 3-hidroxi-y-decalactona (Figura
4.17).

A produgao de dec-3-en-4-olido e de dec-2-en-4-olido foi bastante reduzida.

Os resultados relativos a aplicagdo de pressdes acrescidas somente na fase de

biotransformagao, sdo apresentados na Figura 4.15.
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Figura 4.15 - Concentracio dos compostos 3-dec-en-4-olido (w), y-decalactona (<), 2-dec-en-4-
olido (A) e 3-hidroxi-y-decalactona (x) a 400 rpm e 0.9 vvim (PTN), em diferentes condicdes de pressio

durante o crescimento e durante a biotransformacao: A, 0.1 MPa e 0.5 MPa; B, 0.1 MPa e 1 MPa,

respectivamente.

Analisando os dois graficos da Figura 4.15, verifica-se que a aplicacdo de pressdes
acrescidas na fase de biotransformacdo favorece a acumulagdo da 3-hidroxi-y-decalactona,
sendo esta acumulago superior quando se utilizam pressdes de 0.5 MPa (351 mg.L™). No que
diz respeito a y-decalactona, a sua produgdo foi superior quando se utilizaram pressdes de
1 MPa (148 mg.L'™"), o que significa que, nestas condi¢des de pressdo, a acetil-CoA oxidase
controla melhor a via de B-oxidacao do que quando sujeita a pressoes de 0.5 MPa (Figura
4.17).

As concentragdes dos compostos dec-3-en-4-olido e dec-2-en-4-olido foram reduzidas
em ambos 0s casos.

Quando se aplicaram pressdes de 0.5 MPa nas fases de crescimento e de

biotransformacao, obtiveram-se os resultados apresentados na figura seguinte.
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Figura 4.16 - Concentracio dos compostos 3-dec-en-4-olido (®), y-decalactona (<>), 2-dec-en-4-
olido (A) e 3-hidroxi-y-decalactona (x) a 400 rpm e 0.9 vvin (PTN), a 0.5 MPa durante o crescimento e

durante a biotransformacao.

Pela observacdo da Figura 4.16, constata-se que ndo houve elevada produgdo dos
compostos y-decalactona (81 mgL™') e 3-hidroxi-y-decalactona (120 mgL™). As
concentragdes obtidas de y-decalactona nestas condigdes foram semelhantes aquelas em que
se utilizou pressdao de 0.5 MPa apenas na fase de biotransformagdo, enquanto que as
concentragdes obtidas de 3-hidroxi-y-decalactona foram semelhantes as obtidas quando se
utilizou uma pressao de 0.5 MPa na fase de crescimento.

Curiosamente, nestas condi¢des obtiveram-se elevadas produgdes de dec-2-en-4-olido
(71 mg.L™") e de dec-3-en-4-olido (60 mg.L™"), quando comparadas com os restantes ensaios
realizados, o que leva a crer que a enzima limitante da via da B-oxidagdo, nestas condigoes, ¢
a 3-hidroxiacetil-CoA desidrogenase.

Verifica-se que quando se utilizam pressdes acrescidas na fase de biotransformagao, a
cinética de producdo de y-decalactona ¢ mais rapida, o que significa que nestas condicdes, a
degradacao do ricinoleato de metilo até ao acido 4-hidroxidecanoico ¢ melhorada com o
aumento da pressao parcial de oxigénio, o que nao acontece nas outras condi¢des testadas.

Na Figura 4.17 apresenta-se um resumo do efeito do oxigénio sobre as enzimas da via

da B-oxidacao, nas varias condi¢des de operagao testadas.
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Figura 4.17 — Resumo do efeito do oxigénio na actividade das enzimas da B-oxida¢io nas varias

condicoes operatorias testadas.

Conclui-se que a maior produtividade de y-decalactona ¢ obtida no biorreactor Parr

(328 mg.L™") quando se aplicam pressdes de 0.1 MPa durante as fases de crescimento e

biotransformacao, com uma agitacao de 400 rpm e um caudal de arejamento de 0.9 vvm.



S Conclusoes e Perspectivas de Trabalho

Futuro

Neste capitulo sdo apresentadas as conclusdes do trabalho e as sugestdes para desenvolvimentos

futuros.
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No que diz respeito ao estudo do efeito do meio de biotransformagao nos valores de
K;a, foi possivel desenvolver uma correlacdo empirica que permite prever os seus valores em
funcdo das condi¢des de operagdo e da composi¢do do meio de biotransformacdo em fase
organica e em surfactante. Constatou-se que a presenga isoladamente da fraccdo organica ou
de surfactante aumenta o K;a do sistema. No entanto, tal ndo acontece quando as duas
fracgOes coexistem no meio.
Para complementar este estudo, seria interessante prosseguir o trabalho da seguinte
forma:
e Realizar mais experiéncias abrangendo gamas de K;a superiores, para alargar a
amplitude da correlagdo obtida.
e Realizar mais experiéncias abrangendo gamas de frac¢do de compostos organicos
superiores, para alargar a amplitude da correlagao obtida.
e Efectuar mais experiéncias de modo a estimar a transferéncia de oxigénio da fase
gasosa para cada uma das fases liquidas, individualmente.

e Determinar a solubilidade do oxigénio na fase orgénica.

Nas determinag¢des de K;a realizadas no meio de biotransformagdo com células,
constatou-se que a presenca de células no meio aumenta os seus valores.

Relativamente aos efeitos dos valores de K;a na producao de y-decalactona, ndo foi
possivel estabelecer uma relacdo directa entre as duas varidveis. No entanto, obteve-se um
maximo de producdo (entre os valores de K;a testados) do composto aromatico (141421
mg.L™") para um K;a de 70 h'', obtido para condicdes de agitacdo e arejamento de 400 rpm e
0.6 vvm, respectivamente.

Nestes ensaios seria pertinente realizar mais experiéncias, ¢ com gamas de Ka
superiores. Também seria muito util aplicar planeamento estatistico de experiéncias, de modo

a poder concluir com maior confianga, sobre as condigdes de operacao na produgao do aroma.

Em relagdo ao efeito do oxigénio dissolvido na producdo de y-decalactona, verificou-
se que o uso de oxigénio puro como alternativa ao ar, no biorreactor Biolab, praticamente nao
alterou os valores de K;a e que a maior produgdo de y-decalactona foi obtida quando se

utilizou ar (141421 mg.L™") em vez de oxigénio puro (75+11 mg.L™).
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Neste caso, seria relevante confirmar que esta manutengdo dos valores de K;a e
diminui¢do da produgdo de y-decalactona ¢ igualmente valida para outras condi¢des de
operagao, visto que este resultado s6 foi testado para uma condigdo de agitagao e arejamento.

No que diz respeito ao emprego de pressoes totais de ar, verificou-se que a aplicagdo
destas até valores de 0.5 MPa na fase de crescimento, permite um elevado crescimento celular
(quando comparado com o obtido nas restantes condi¢des testadas) e que o emprego de
pressoes de 0.5 MPa favorece a cinética de crescimento. J& a aplicacao de pressoes de 1 MPa
revela a existéncia de inibicao do crescimento pela pressao.

Concluiu-se que a aplicacdo de pressdo acrescida na fase de biotransformagdo ndo ¢
vantajosa, tendo-se obtido as maiores produgdes de y-decalactona (da ordem dos 300-350
mg.L™") quando se empregaram pressdes de 0.1 MPa na fase de biotransformagio (pressdo
atmosférica), utilizando células provenientes do crescimento sujeito a condi¢des de pressao de
0.1 MPa ou de 0.5 MPa.

Para que este estudo ficasse mais completo, seria importante:

e Realizar mais ensaios variando as condi¢des de agitacdo e arejamento, uma vez
que todos os ensaios efectuados no biorreactor Parr foram realizados sob
condicdes de agitagdo e arejamento de 400 rpm e 0.9 vvm, respectivamente.

e Determinar o K;a neste biorreactor.

e Analisar enzimas antioxidantes e outros parametros fisiologicos de resposta ao
stresse oxidativo, de modo a tentar relacionar o stresse oxidativo eventualmente
causado pelo aumento da pressao de ar e de oxigénio nas altragdes metabolicas

observadas.

Relativamente ao ensaio realizado com concentragdo de oxigénio controlada,
concluiu-se que a limitagdo de oxigénio na fase de maior producdo, influencia a producao de
y-decalactona, que foi bastante reduzida, sendo importante utilizar condi¢cdes de operacio que
assegurem uma elevada transferéncia de oxigénio. Assim, seria interessante realizar mais
ensaios, controlando concentragdes de oxigénio mais elevadas, tal como proceder a estes

ensaios no biorreactor Biolab, de modo a que se possam comparar os resultados.

No que diz respeito ao efeito do oxigénio na via metabdlica de producao de

y-decalactona, a B-oxidagdo peroxisomal, verifica-se que a acumulagdo do aroma pode variar
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muito com as actividades das enzimas da B-oxidacdo. Essas actividades sdo influenciadas
pelas condicdes de pressao e oxigénio aplicadas na biotransformagao.

Quando a acetil-CoA oxidase tem menor actividade e, consequentemente, se torna a
enzima limitante da via que degrada o &cido 4-hidroxidecanoico, permite a acumulagao de -
decalactona. Isto ocorre quando se utiliza ar no biorreactor Biolab, com uma agitacdo e
arejamento de 600 rpm e 0.9 vvm, respectivamente, e no biorreactor Parr, quando se aplicam
pressdes de 0.1 MPa e 0.5 MPa na fase de crescimento e de 0.1 MPa na biotransformacao.
Quando a enzima limitante da via ¢ a 3-hidroxi-acetil-CoA desidrogenase, ocorre acumulagao
de 3-hidroxi-y-decalactona. Isto ocorre quando se aplicam as restantes condigdes de operacao
testadas.

De entre as varias condi¢des estudadas, concluiu-se que a maior producdo de
y-decalactona (328 mg.L™") foi obtida no biorreactor Parr, aplicando pressdes de 0.1 MPa
durante as fases de crescimento e biotransformacdo, com uma agitagcdo e arejamento de 400
rpm e 0.9 vvm, respectivamente.

Para completar melhor este trabalho, seria benéfico tentar encontrar condigdes que
diminuissem a degradagdo da y-decalactona ou que inibissem a actividade da acetil-CoA
oxidase nos acidos de cadeia curta (Cj). Para tal, é necessario compreender melhor as
actividades das enzimas intervenientes na -oxidacdo. Com essa finalidade seria util tentar
trabalhar com mutantes desta estirpe (Waché, 2001), que possuem a actividade da acetil-CoA
oxidase alterada. Embora estes mutantes ja tenham sido utilizados no estudo da produgdo de
y-decalactona, nao se verificaram melhorias na produgao deste composto, possivelmente por
falta de optimizacao das condi¢des de operagao.

Para finalizar, seria bastante interessante estudar o processo de scale-up do sistema,
pois verificaram-se grandes diferengas na produgdo de y-decalactona cada vez que se alterava
de biorreactor e, consequentemente, de volume de operacdo. Seria util medir eventuais perdas
do aroma por evaporagao, analisando o gas de saida por espectrometria de massa. Esta técnica

permitiria também uma determinacao alternativa do K;a.
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Anexos

Nas proximas paginas serdo apresentadas as rectas de calibracdo e exemplos de calculos

utilizados, assim como os resultados da analise de variancia, efectuados ao longo deste trabalho.
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A.1 Curvas de Calibracao

A.1.1 Curva de calibrag¢ao da biomassa
Tal como foi referido no sub-capitulo 3.4.1.1, a quantificagdo da biomassa, em g.L'l,
foi efectuada através da curva de calibragdo obtida para o microrganismo em estudo.

Na Tabela A.1.1 apresenta-se a expressao representativa da recta de calibracao para a

concentracao celular.

Tabela A.1.1 - Expressido da recta de calibracio da biomassa.

Gama de validade Equacio
Microrganismo L
(gL Agoonm =(m £8,) x C+ (b +S;)
(m+S,) (bxSy
Yarrowia lipolytica
0.04-0.9 (0.9813 +0.14) -(0.1277 £ 0.07)
W29
Sendo:

Agoo nm» @ absorvancia lida a 600 nm

m, o declive da recta

S, 0 erro padrio associado ao declive

b, a ordenada na origem da recta

S, 0 erro padrao associado a ordenada na origem

C, a concentragdo celular, em g.L'1

A.1.2 Curva de calibracao dos ac¢ticares redutores
Conforme referido no sub-capitulo 3.4.2, a quantificacdo dos agucares redutores, em
g.L'l, foi efectuada através da curva de calibracdo obtida para o actcar em estudo.

Na Tabela A.1.2 apresenta-se a expressao representativa da recta de calibragdo para a

glucose.

Tabela A.1.2 - Expressao da recta de calibracio dos acuiicares redutores.

Gama de validade Equacio
Acucar L
(g.L7) Asgpum = (m £8,) x C+ (b +Sp)

(m+S,) (b xSy

Glucose 0.05-1.0 (0.3021 +0.007) - (0.0088 + 0.004)
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Sendo:
As40 .m» @ absorvancia lida a 540 nm

C, a concentragdo de agucar, em g.L'1

A.1.3 Curva de calibraciao do GC

Tal como foi referido no sub-capitulo 3.4.3, a quantificacdo dos compostos analisados,
em mg.L", foi efectuada através da curva de calibragdo obtida para o composto.

Na Tabela A.1.3 apresenta-se a expressao representativa da recta de calibracao para a

concentragdo de y-decalactona.

Tabela A.1.3 — Expressao das rectas de calibragiao do GC, para cada composto analisado.

Gama de validade Equacio
Composto .
(mg.L™) []=(m%tS,)xA +(btSy
(m*S,) (b£Sy)
y-decalactona 50 - 800 (1.1813 £ 0.08) (13.829 +27.4)
y-undecalactona 50 - 800 (1.1959 + 0.02) (14.757 £ 8.7)
Sendo:

[ ], a concentra¢do dos compostos, em mg.L'1

A, a area dos picos detectados pelo GC para os varios compostos
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A.2 Calculos utilizados ao longo do trabalho

A.2.1 Calculo das poténcias de agitacio

O consumo de poténcia em sistemas agitados de fluidos ndo arejados (P,) depende da
velocidade de agitacdo (N), do didmetro do agitador (D4), da geometria do agitador e das
propriedades do fluido (viscosidade e densidade).

A relagdo entre estas propriedades ¢ normalmente expressa em termos dos grupos
adimensionais, nimero de poténcia (N,) e nimero de Reynolds da agitagdo (Rea), que sdo

definidos pelas Equagdes A.2.1 e A.2.2).

N =——<4 A2.1
P N xD (A.2.1)
2
Re , = Da X Naxp (A2.2)
1%
Sendo:

N, o numero de poténcia

P,, a poténcia de agitagdo, sem arejamento (W)
p, a densidade do liquido (Kg.m’s)

Ny, a velocidade de agitag@o (rps)

D,, o didmetro do agitador (m™)

Re,, o numero de Reynolds de agitagao

v, a viscosidade do liquido (Kg.m™.s™)

Exemplo de cdlculo de nimero de Reynolds para uma agitacdo de 300 rpm:

Dados:
D,=0.057 m
Ny=51ps
p=1009.6 Kg.m’
v=8.6x10"Kgm's"'
Re, = 0.057% x5x1009.6 —1.9x10°

8.6x107*
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Procedendo aos célculos para qualquer velocidade de agitagdo testada, verificou-se
que Res > 10000, o que permite concluir que se trata de um regime turbulento em todas as
condi¢des, sendo N, constante. Assim, a poténcia de agitagdo, sem arejamento, pode ser

calculada pela Equagao A.2.3.
(P,)=K;xpxN,SxD,’ (A.2.3)
Sendo K7, uma constante que depende do tipo de agitador utilizado (Tabela A.2.1).

Tabela A.2.1 — Valores de Kt, de acordo com o tipo de agitador utilizado.

Tipo de agitador Kr
3 laminas, passo 1:1
0.32
Hélice 2 laminas, passo 2:1
1.00
6 laminas planas
6.30

6 laminas curvas
Turbina 4.80
coberta com 6 laminas curvas 108

Pas 2 laminas planas 1.70

A poténcia consumida num sistema arejado e agitado por um impulsor tipo turbina
com 6 laminas planas, pode ser calculada recorrendo a Equagdo A.2.4, a partir das variaveis

de operacao.

(A.2.4)

Sendo:
(P.)¢, a poténcia de agitacdo com arejamento (W)
¢, uma constante, normalmente igual a 0.15

F,, caudal volumétrico do gis (m’.s™)
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Exemplo de céalculo da poténcia de agitacdo para velocidades de agitacdo de 300 rpm e

caudais de arejamento de 0.3 vvm:

Dados:
Kr=63
c=0.15
Ny=51ps

Fy,=0.3 vvm, que corresponde a 0.5 L.min" =8.3 x 10-6 m’.s™

Aplicando a Equagdo A.2.3, para determinar a poténcia de agitacdo sem arejamento,

vem:

P,=6.30x% 1009.6 x 5° x 0.057° < P,=0.48 W

Aplicando desta vez a Equacdo A.2.4, para determinar a poténcia de agitacdo com

arejamento, vem:

0.45

2 3

(P,), =0.15x {0'?883 a 150X ?jgf: ] & (P), =0.064 W
I X

A.2.2 Calculo dos volumes
O meio de biotransformagao foi preparado com 1700 mL de fase aquosa aos quais
ainda se adicionaram os volumes correspondentes as fraccoes de RM e de Tween 80. Estes

volumes foram calculados recorrendo a Equagdo A.2.5.

p= (A.2.5)

n
V

Sendo:
m, a massa (Kg)

¥, 0 volume (m”)
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Exemplo de céalculo dos volumes para um meio com 25 % do volume total de RM e 100 % do

volume total de Tween:

Dados:
Pry =921 Kg.m™
PTween = 1070 Kg.m'3

Vfase aquosa — 1.7 x 10-3 m3

100 % de RM corresponde a 0.017 Kg, pelo que, recorrendo a Equagdao A.2.5, o

volume correspondente ¢:

921=&I/17@V=1.8x10‘5m3RM

100 % de Tween corresponde a 0.0017 Kg, pelo que, recorrendo a Equagdo A.2.5, o

volume correspondente ¢:

0.0017

1070 = <V =1.6x10"°m’Tween

Assim, o volume total deste meio de biotransformacao é:

Vs =1.7x107 +0.25x1.8x107° +1.6x107° =1.71x 107> m*

A.2.3 Calculo das velocidades superficiais do gas

A velocidade superficial do gés € calculada pela Equagao A.2.6.

F
v, = £ (A.2.6)

s T 7 ~
Area sec¢do recta

Em que a area de sec¢do recta ¢ calculado pela Equagdo A.2.7.

Area sec¢do recta= 7 xr* (A.2.7)
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Sendo:

r, o raio do biorreactor (m)

Exemplo de célculo da velocidade superficial para um caudal de ar de 0.3 vvm:

Dados:
F,=83x10°m’s"
r=55%x10"m

’ 2 ’
Area seccdo recta = x (5.5 X 10_2) < Area sec¢do recta=9.5x10"m?

-6
Vg =&103 v, =8.8x10" m.s™
9.5x10~

A.2.4 Calculo das frac¢oes volumicas de RM e de Tween
De acordo com os resultados apresentados no ponto A.2.2, 100 % de RM corresponde

a 1.8 x 10° m’ e 100 % de Tween corresponde a 1.6 x 10° m”.

Exemplo de célculo das frac¢des volumicas para um meio com 25 % de RM e 100 %
de Tween:
Dados:
Vi = 1.71 x 107 m’

Calculando os volumes correspondentes as frac¢des utilizadas, vem:

25%RM =0.25%x1.8x107° =4.5x10"%m*

100 % Tween =1.6x10"° m?

As fracgdes de cada componente foram determinadas através da razdo do seu volume

pelo volume total. Assim, obteve-se:

45%x107°
X oy (%) =——"———x100=0.27 %
wr (%) 1.71x10" °
-6
XTween (%) ZLIO?,X 100 = 0093 %

1.71x10
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A.3 Analise de Variancia (ANOVA)

Para averiguar se as diferencas obtidas na producdo de y-decalactona em funcdo dos
valores de K;a eram estatisticamente significativas, procedeu-se a uma analise de variancia.

Os resultados sao apresentados na Tabela A.3.1.

Tabela A.3.1 - ANOVA de factor unico para a producio de y-decalactona em funcio dos valores

de K;a.

SUMARIO
Grupos Contagem Soma Média Variancia
Coluna 1 3 234 78 243
Coluna 2 3 180 60 144
Coluna 3 3 219 73 213
Coluna 4 3 423 141 795
Coluna 5 3 258 86 296
Coluna 6 3 330 110 484
Coluna 7 3 270 90 324
ANOVA

Fonte de variacao SQ gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 13023 6 2170 6.1 0.003 2.8
Dentro de grupos 4999 14 357

Total 18022 20




