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RESUMO

A aplicag@o de processos biotecnologicos para a producdo de aromas alimentares tem
apresentado um crescimento bastante significativo, ja que esses aromas sdo classificados
como aromas naturais. Acetoina (3-hidroxi 2-butanona ou metil carbinol acetil) ¢ uma
sustancia volatil bastante utilizada em produtos alimenticios, com a finalidade de
intensificar o sabor e o aroma dos alimentos, deixando-os mais atrativos aos
consumidores. Este trabalho tem como objetivo produzir o bioaroma acetoina por via
bioquimica a partir de hidrolisado de melaco utilizando as bactérias do género Bacillus
isoladas do sedimento de mangue da Lagoa do Araca (Recife-PE). Foi possivel identificar
nove espécies desse género (B.alvei, B. badius, B. circulans “A”, B. circulans “B”, B.
coagulans, B. larvae, B. licheniformis, B. polymyxa, B. popilliae ¢ B.subtilis.) sendo
cinco espécies (B. subtilis, B. licheniformis, B. polymyxa, B. alvei e B.
coagulans)produtoras do bioaroma acetoina. Foi realizado um planejamento fatorial
2%com as variaveis independentes: agitacdo (0 rpm a 200 rpm), pH (6,5 a 8,5),
concentragdo de melago (60 g'L™ a 100 g'L™) e como variaveis dependentes a conversio
de substrato em produto por trés bactérias (Bacillus licheniformis, Bacillus alvei ¢
Bacillus polymyxa).Com esse estudo foi possivel observar que a agitagdo foi a principal
varidvel que afetou os trés processos de conversdo de substrato em acetoina e que a
interagdo do pH com agitagdo mostrou-se bastante significativo favorecendo essa
conversdao com o0s trés micro-organimos. Os Bacillus licheniformis foi a bactéria
queapresentou maior percentual de Ypss (52,88%) com pH 6,5, agitacdo de 200 rpm e
concentragdo de melago de 100 g'L™. A partir deste resultado foi realizado um estudo
cinético em reator batelada de 3L, do tipo tanque agitado, com sistema de aeragdo. O
processo foi acompanhado por determinacdo de agucares redutores totais (ART),
biomassa (Peso seco), produto (Cromatografia Gasosa). A sintese bioquimica foi
interrompida em 144 horas com consumo de 54% dos aglcares. No final do processo a
concentracdo de agucar residual estabilizou-se em 23,44 g'L'l e a producdo maxima de
acetoina foi de 16,11 g'L"'. A produtividade de acetoina foi Pv = 0,11 gL"h. A
velocidade especifica maxima de crescimento do B. licheniformis foi pmgx = 0,025 h™'. Os
coeficientes de conversdo de substrato em células e substrato em produto foram
respectivamente: Yxs = 0,1 g/g e Yps = 0,58 g/g. Com esse estudo pode-se concluir que
a producdo de bioaromas, utilizando hidrolisado de melago por Bacillus pode ser uma
alternativa de producdo para gerar produtos com baixo custo e alto valor agregado.

Palavras-chave: Bacillus, Hidrolisado de melaco, Acetoina, Aromas



ABSTRACT

The application of biotechnological processes for producing flavoring aromas has shown
a significant growth, since these are classified as natural flavors. Acetoin (3-hidroxi 2-
butanone or acetyl methyl carbinol) is a volatile substance widely used in food products,
in order to intensify the taste and flavor of food, making it more atractive for consumers.
This work aims to biochemically produce acetoin aroma from hydrolyzate of
molasses,using the bacterias of bacillus genus isolated of the sediment mangrove of the
Araga lagoon (Recife-PE). It was possible to identify nine species of this genus (B.alvei,
B. badius, B. circulans “A”, B. circulans “B”, B. coagulans, B. larvae, B. licheniformis,
B. polymyxa, B. popilliace B.subtilis.), but only five among these (B. subtilis, B.
licheniformis, B. polymyxa, B. alvei e B. coagulans) are able to produce the acetoin
bioaroma. It’s made a factorial planning 2*with the independent variables: agitation (0
rpm to 200 rpm), pH (6.5 to 8.5), molasses concentration (60 g-L'1 a 100 g-L'l) and as
independent variables the conversion of substrate in product for three bacteria(Bacillus
licheniformis, Bacillus alvei e Bacillus polymyxa).With this study, it was possible to
notice that the agitation was the main variable to affect the three processes of conversion
of substrate into acetoin, and also that the pH interaction along with the agitation has
been proven very significant, contributing to this conversion with the three
microorganisms. B.licheniformis was the bacteria that showed the highest percentage of
Yess (52.88%) with pH 6.5, agitation of 200 rpm and molasses concentration of 100 g-L™.
Using these results, a kinetic study was performe batch reactor a three-liter, busy type
tank with aeration system.The process was accompanied by determination of total
reducing sugars (ART), biomass (dry weight), product (gaseous chromatography). The
biochemical synthesis was interrupte dater 144 hours, with consumption of 54% of
sugars. At the end of the process, the concentration of residual sugar stabilized in 23.44
g-L'and the maximum production of acetoin was 16.11 g'L"'. The productivity of acetoin
was Pv = 0.11 g'L"-h. The maximum specific speed of increase of B. licheniformis was
tmax = 0.025 h™'. The substrate conversion coefficients in cells and substrate in product
respectively were: Yxis = 0.1 g/g and Yps = 0.58 g/g. With this study, it can be
understood that the bio-aroma production using hydrolyzate of molasses by Bacillus
licheniformis can be an alternative way to generate products with low cost and high
aggregate value.

Keywords: Bacillus, Hydrolyzate of molasses, Acetoin, Aroma
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1 INTRODUCAO

As caracteristicas nutricionais dos alimentos, bem como a sua importancia, sdo
conhecidas por todos. No entanto, seu consumo ocorre principalmente devido ao odor ¢
ao sabor, que tornam os alimentos atrativos aos consumidores. Por isso, as industrias
acrescentam aos alimentos aditivos, que sdo usados para intensificar ou padronizar os
sabores e os odores dos produtos alimenticios, de forma a intensificar o aroma e aumentar
o interesse dos consumidores (MARIOTTO, 2007).

Um aditivo bastante utilizado para melhorar o aroma e o sabor em produtos
alimenticios é a acetoina. Conhecida como 3-hidroxi-2-butanona ou metil carbinol acetil,
¢ um liquido amarelado com odor agradéavel, utilizado principalmente em produtos de
panificacdo, doces, manteiga, laticinios, bebidas e dentre outros. Também pode ser
utilizada em produtos cosméticos, detergentes, saboes, logdes e assim por diante, para
formar um perfil de aroma desejavel com outras composi¢des aromatizantes (XIAO &
LU, 2014).

Ha varios métodos de sintese quimica para a preparagdo de acetoina (TODA, et
al., 1989; BLOM, 1945), mas muitos trabalhos recentes tém sido para o desenvolvimento
da produg@o de acetoina natural, utilizando vias biotecnolégicas (COSTELLI, 2005; LIU,
et al, 2011; BARROS, 2011;XIAO & LU, 2014). Aromas produzidos por vias
biotecnoldgicas (enzimatica ou fermentativa) sdo considerados mais saudéaveis pelos
consumidores do que aqueles produzidos por vias sintéticas utilizando derivados da
petroquimica (MARIOTTO, 2007).

O uso de residuos agroindustriais utilizados como substratos vem despertando
grande interesse nos pesquisadores a fim de buscar solucdes para a reducdo de custos dos
processos biotecnologicos como também minimizar os problemas decorrentes do
acimulo desses na natureza. A produgdo de compostos de aroma utilizando bactérias do
género Bacillus em residuos agroindustriais ¢ relativamente restrita na literatura.
(ALEXANDRINO et al., 2007; BARROS, 2011).

Diversos autores (COSTELLI, 2005; MARIOTTO, 2007; SUN, et al., 2012)
relataram a produgdo de acetoina em meio de glicose com pH acido, mas ndo ha citagdes
na literatura sobre a produgéo de acetoina em meio com pH basico.

O grupo do Laboratério de Microbiologia do Departamento de Engenharia
Quimica da Universidade Federal de Pernambuco desenvolve trabalhos associados a

caracterizacdo da microbiota de diferentes ambientes ecoldgicos, com a finalidade de
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identificar a biodiversidade local e a partir dai, determinar as habilidades e os potenciais
bioquimicos, fisioldgicos e estruturais desse grupo de organismos. Atualmente realizou-
se estudos para identificar bactérias autdctones de sedimento de mangue da Lagoa
doAraca-PE, e neste trabalho ficou demonstrado que havia uma predominancia
significativa de bactérias do género Bacillus, chegando a 96,5% do total dos isolados
(CORREIA, et al., 2014), uma excelente fonte de bactérias produtoras de acetoina.
Devido ao grande percentual de micro-organismos desse género e levando em
consideragdo que existem poucos estudos relacionados a producdo de acetoina a partir de
residuos agroindustriais, o presente estudo teve como objetivo geral produzir o bioaroma
acetoina por via bioquimica a partir de hidrolisado de melaco como fonte de carbono,
utilizando micro-organismos isolados de sedimento de mangue da Lagoa do Araga-PE.
Sendo os objetivos especificos:
e Isolar e identificar linhagens de bactérias do género Bacillus de
sedimento de mangue com potencial para producdo de acetoina;
e Produzir acetoina em hidrolisado de melago (pH basico);

e Estudar a cinética da producdo de acetoina em hidrolisado de melago
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 CLASSIFICACAO DOS AROMAS

Os aromas sdo aditivos indispensaveis nas indistrias de alimentos, bebidas e
cosméticos. Sua percepcao leva o consumidor a aceitagdo ou a rejeicdo de um produto.
No caso dos alimentos, apesar das oOtimas caracteristicas nutricionais, eles sdo
consumidos devido &s caracteristicas organolépticas como aroma, sabor e textura
(COSTELLI, 2005).

Os aromatizantes sdo geralmente utilizados na industria com a funcdo de impedir
altera¢des, caracterizar, melhorar, padronizar e/ou reconstituir o aroma/sabor dos
produtos, além de serem também utilizados para mascarar os aromas e sabores
indesejaveis que possam ocorrer durante o processamento de alimentos (FANI, 2011).

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Resolugdo n° 2, de 15
de janeiro de 2007), os aditivos aromatizantes e aromas sdo substincias ou misturas de
substancias com propriedades odoriferas e/ou sapidas, capazes de conferir ou intensificar
o aroma e/ou sabor dos alimentos.

Segundo ANVISA (2007), os aromas podem ser classificados com base na sua
origem cujas defini¢des encontram-se abaixo.

v'  Aromatizantes/ Aromas naturais

Sdo obtidos exclusivamente mediante métodos fisicos, microbioldgicos ou
enzimaticos, a partir de matérias-primas naturais. Estas sdo produtos de origem
animal ou vegetal, aceitaveis para consumo humano, que contenham substincias
odoriferas e/ou sapidas, seja em seu estado natural ou apds um tratamento adequado,
como torrefagdo, enriquecimento, enzimatico, fermentacdo, entre outros. Os aromas
naturais sdo subdivididos em oOleos essenciais, extratos, balsamos, oleoresinas e
aromas isolados.

v' Aromatizantes/Aromas sintéticos

Sdo compostos quimicamente definidos, obtidos por processos quimicos. Estes
sdo subdivididos em aromas idénticos aos naturais e aromas artificiais. Os aromas
idénticos aos naturais sdo obtidos por sintese e aqueles isolados por processos
quimicos a partir de matérias primas de origem animal, vegetal ou microbiana que

apresentam uma estrutura quimica idéntica a referida como naturais. Os aromas
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artificiais sdo obtidos por sintese, que ainda ndo tenham sido identificados em
produtos de origem animal, vegetal ou microbiana, utilizados por suas propriedades
aromaticas, em seu estado primario ou preparados para o consumo humano.

v' Misturas de aromatizantes/Aromas

Os aromatizantes/aromas podem apresentar-se misturados entre si, seja qual for o
nimero de componentes e tipo de aromatizantes/aromas. O aromatizante/aroma
resultante sera considerado natural (derivados de misturas de aromas naturais),
idéntico ao natural (derivado de mistura de aromas idénticos aos naturais com ou sem
adicao de aromas naturais) e artificial (derivado de mistura com aroma artificial, com
ou sem a participagdo de aromatizantes naturais ou idénticos aos naturais).

v"  Aromatizantes/ Aromas de reacio ou de transformacio

Sao produtos obtidos segundo as boas praticas de fabricacao, por aquecimento em
temperatura nao superior a 180°C, durante um periodo n@o superior a quinze minutos
(podendo transcorrer periodos mais longos a temperaturas proporcionalmente
inferiores). O pH ndo podera ser superior a 8. Podem ser classificados como naturais
ou sintéticos, dependendo do tipo de matéria-prima e seu processo de elaboragio.
Normalmente, sdo obtidos a partir de fontes de carboidratos (cereais, vegetais,
agucares, amidas), fontes de nitrogé€nio protéico (carnes, ovos, frutas, lacteos), fontes

de lipideos ou acidos graxos (gordura, 6leos) entre outros.

v'  Aromatizantes/ Aromas de fumaca

Preparagdes concentradas utilizadas para conferir aroma/sabor de defumado aos
alimentos. S@o obtidas a partir do tratamento de madeiras com um dos seguintes
procedimentos: Combustdo controlada, destilacdo seca e arraste com vapor. Apods

isso, suas fragdes sdo separadas e os componentes aromaticos isolados.

2.2 BIOAROMAS

O termo bioaroma ¢ utilizado para designar aromas de origem enzimatica ou
produzidos via fermentativa. Além de serem menos agressivos ao meio ambiente, 0s
processos biotecnologicos produzem aromas considerados naturais. O interesse dos
pesquisadores atualmente ¢ determinar a contribui¢do de cada componente no aroma

global de um produto ou matriz alimenticia (CAMPOS, 2009). A importancia sensorial
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de cada componente, expressa como unidade de odor ou valor do aroma, geralmente
depende de sua concentragdo ativa e do “limiar” do composto, determinado experimental
e preferencialmente na propria matriz alimenticia.

Os bioaromas sdo comparados as substdncias quimicas de aromas gerados
biologicamente, derivados de fermentagdo microbiana, pela ag¢do enddégena ou
processamento de enzimas, e através do metabolismo de plantas.

O uso de micro-organismos para producdo de aromas em alimentos existe ha
muitos anos. Inicialmente, o processo fermentativo tinha como principal finalidade o
aumento da vida de prateleira, pela liberacdo de &cidos e outros compostos, que
garantiam uma maior conservacdo do produto. Porém, em alimentos e bebidas
fermentadas, a acdo dos micro-organismos ndo somente aumentava a vida de prateleira,
como também tinha um papel fundamental na producdo de aromas caracteristicos, que
fazem o produto ser mais saboroso e aceitavel aos consumidores (GATFIELD, 1995;

COSTA, 2013).

2.3 A BIOTECNOLOGIA DO AROMA NATURAL

O primeiro relato publicado sobre a capacidade de bactérias e fungos selecionados
produzirem fragrancia foi realizado por Omelianski, em 1923. Em seu trabalho, o autor
destacou as leveduras como um dos grupos mais importantes de micro-organismos que
produzem, em cultura, um forte aroma etéreo, de variada intensidade, que lembra o odor
de frutas como morango, abacaxi, mag¢a, péra ¢ meldo. Os géneros Mycoderma, Pichia,
Willia e Torula e outros isolados de uva, de graos imidos de cevada, de suco de abacaxi,
de folhas de ruibarbo, e de queijo foram citados pelo autor como produtores de um
agradavel e complexo aroma de frutas. Omelianski realizou uma série de experimentos
com micro-organismos isolados do leite, do pao e frutas, onde se variou a composi¢do do
meio de cultura e obtendo, em diferentes substratos, o que chamou de aroma de morango,
aroma de fruta impuro e aroma de queijo (CHIAPPINI, 2008).

A relagdo entre a fisiologia microbiana e a produ¢do de metabolitos com odor, s6
veio a ser identificada em estudos realizados nos anos 50. A partir dai, um ntmero
significativo de trabalhos sobre compostos aromatizantes produzidos por bactérias,
fungos filamentosos e leveduras comecou a ser publicado. As pesquisas foram

inicialmente direcionadas a otimizacdo da biossintese e a identificagdo de compostos de
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aromas especificos. Uma primeira lista de compostos volateis em alimentos compreendia
umas poucas centenas de constituintes. Com o advento de instrumentos de analise
modernos, particularmente a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas,
o numero de compostos identificados aumentou significativamente e uma compilacdo

recente apontou a existéncia de mais de 10.000 compostos (CHIAPPINI, 2008).

2.4PRODUCAO BIOTECNOLOGICA DE BIOAROMAS UTILIZANDO
RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS

O uso de residuos agroindustriais em processos biotecnologicos tem sido a
oportunidade oferecida por uma economia sustentavel baseada em recursos renovaveis.
Nesse contexto, investimentos publicos e privados tém financiado atividades de pesquisa
e desenvolvimento nessa area. E cada vez mais aceito globalmente que biomassas de
origem vegetal, tenham potencial para substituir uma grande fragdo dos recursos fosseis
como matérias-primas industriais, abordando tanto no setor energético (biocombustiveis)
como ndo energético (produtos quimicos e materiais) (COMISSAO EUROPEIA, 2004).

Este potencial reside no fato de que a biomassa ¢ geralmente composta por
residuos de colheitas ou subprodutos de sua industrializagdo que sdo subaproveitados,
além de estarem disponiveis para utilizacdo. Esses materiais renovaveis sdo fornecidos
por quatro diferentes setores: agricultura (produtos e residuos agropecuarios); silvicultura
(produtos e residuos florestais); industria (residuos e sobras de processos) e aquicultura
(algas e microalgas) (BARROS, 2011).

Residuos agroindistriais usados em bioprocessos vem cada vez mais ganhando
espaco na biotecnologia, principalmente na producio de aromas.

Silva et al.(2014) realizaram um estudo da produg@o do bioaroma acetoina pelas
bactérias B. licheniformis, B. alvei e B. polymyxa em sistema de batelada, variando as
condi¢des operacionais: concentragdo de macaxeira, agitacdo ¢ pH. A maior formacéo de
acetoina foi obtida pelo Bacillus alvei com concentragdo de macaxeira de 160 g/L,
agitacdo 200 rpm e pH 7.

Calasans (2012) produziu e quantificou a lactona 6-pentil-a-pirona, responsavel
pelo aroma caracteristico de coco, utilizando residuo agroindustrial como suporte e fungo
filamentosoTrichoderma harzianum. A técnica de cromatografia gasosa acoplada a
extracdo em headspace permitiu as analises qualitativas e quantitativas da lactona. A

maior producdo do composto de aroma resultou em 3,78 mg/g MS no 7° dia de cultivo.
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Barros (2011) realizou um estudo com a manipueira para produzir diacetil e
acetoina por Bacillus subtilis. As fermentagdes foram realizadas em fermentador de
bancada e as condigdes de operagdo foram: temperatura, agitagdo e aecragdo mantidas em
30°C, 100 rpm e 1 vvm, respectivamente. A acetoina apresentou valores de concentragdo
maxima de 1,1g/L. A producido de ambos os compostos foi mais intensa entre 12 ¢ 18
horas de fermentagao.

Luz (2010) estudou a producdo de bioaromas pela fermentacdo de permeado de
soro de queijo por Propionibacterium freudenreichii PS-1. Neste trabalho, o bioaroma de
queijo, contendo acidos organicos de cadeia curta, principalmente, acido acético e
propidnico, foi produzido via processo fermentativo em batelada. Os efeitos do teor de
solidos soluveis (°Brix) e temperatura (°C) do meio foram avaliados com respeito a
producdo de bioaroma. As fermentagdes foram conduzidas em erlenmeyers, incubados
em estufa com temperatura controlada por 144 horas. As melhores condicdes para
formacao de acido propidnico e 4cido acético foram com teor de solidos soluveis de 10°
Brix e temperatura entre 30 e 34°C.

Oliveira (2010) avaliou a producdo biotecnologica de 2-feniletanol no cultivo de
Geotrichum fragrans, Saccharomyces cerevisiae ¢ Kluyveromyces marxianusem residuo
liquido de fecularia, variando as concentragdes da fonte de carbono e de fenilalanina no
residuo liquido de fecularia. Os trés micro-organismos citados foram cultivados em 50
mL de residuo liquido de fecularia, acrescidos de 50 g.L'1 de glicose e 3 g.L'1 de L-
fenilalanina, em frascos Erlenmeyers estéreis, em agitador a 150 rpm, 24 °C por 120 h,
para verificar o tempo de maior produgdo de 2-feniletanol e qual micro-organismo maior
produtor. A leveduraS. cerevisiae foi a melhor produtora de 2-feniletanol em &gua
residual de fecularia de mandioca seguido pela levedura K. marxianus e G. fragrans
respectivamente. A glicose foi a melhor fonte de carbono para obtengdo do 2-feniletanol
para S. cerevisiae e K. marxianus.

Rossi et al. (2009) realizaram um estudo para aumentar a produgdo de aroma
frutado em polpa citrica, um residuo da industria de producdo de suco citrico, usando
espécies de Ceratocystis frimbiataem fermentacdo em estado solido, testando outros
residuos como carbono (melago de cana, melago de soja) e fontes de nitrogénio (farelo de
soja ou uréia). Os estudos foram conduzidos em frascos Erlenmeyers de 250 mL, pH 6,0,
75% umidade, 30°C e 1 x 10 esporos/g de polpa citrica durante 120 h.Compostos
volateis foram quantificados por cromatografia gasosa. A melhor produ¢do de compostos

volateis foi detectada quando a polpa citrica foi suplementada com 50% de farelo de soja,
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25% de melago de cana e solucdo salina mineral para a producdo dos volateis como
acetato de etila e acetato de isoamila.

Pereira (2007) mostrou a viabilidade do melaco de soja para a producdo de
compostos volateis por Kluyveromyces marxianus, especialmente acetato de isoamila. A
producdo de volateis aumentou 81% comparada aos experimentos iniciais. As condigdes
otimizadas foram o uso de alcool isoamilico como precursor, pH 6, 0,0042 g.L"' de
(NH4)2SO4, 1 mLde solugdo de nutrientes ¢ 120 rpm de agitacdo. A recuperacdo foi
realizada em evaporador rotativo com uma eficiéncia de 66%.

Uenojo (2003) estudou a produgdo e caracterizacdo de aromas de frutas por
micro-organismos pectinoliticos, cultivados em meios contendo 10% (p/v) de residuo
agroindustrial — casca de café seco e 2% (p/v) de glicose. Os frascos contendo os meios
mais as linhagens selecionadas foram acondicionados em shaker rotatério a 25°C, 100
rpm por um periodo de até 120 horas. Os compostos formados durante o periodo de
fermentag@o foram acetona, acetato de etila, etanol, alcool isobutilico, alcool isopentilico,
acetoina, acido acético, acido isobutirico, acido butirico, acido 2-metil butandico, alcool

benzilico e 2-feniletanol, produzido em diferentes concentragdes.

2.5 MELACO

O Brasil é o maior produtor mundial de cana-de-agucar, seguido por India e
Australia. Em média, nas ultimas cinco safras, 52% dessa producdo destinaram-se as
fabricas de etanol (anidro e hidratado) e 48% as de agucar (refinado, cristal e demerara).
Sua cultura espalha-se pelo Centro-Sul e pelo Norte-Nordeste do pais em dois periodos
de safra (maio-novembro e setembro-marc¢o, respectivamente), ocupando 2,4% da area
agriculturavel do solo brasileiro, perto de 5,5 milhdes de hectares (UNICA, 2004).

Durante o processo de fabricacdo de agticar, sdo gerados subprodutos e residuos
da produgdo, sendo que praticamente todos estes podem ser aproveitados de maneira a
aumentar os lucros da propria industria e diminuir os custos de producdo e impactos
ambientais (MEZAROBA et al., 2010).

O melago ou mel final (Figura 2.1) se constitui no principal subproduto da
industria do agucar, sendo produzido na propor¢ao de 40 a 60 quilos por tonelada de cana
processada. No Brasil, devido ao elevado teor de acucares totais e demais componentes, 0

melaco ¢ utilizado, principalmente, na fabricacdo de alcool etilico, sendo aproveitado,
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também, em outros processos biotecnologicos como matéria-prima para a producdo de
proteina, ragdes, levedura prensada para panificacdo, antibidticos, entre outros

(ALCARDE, 2007).

Figura 2.1. Melago de cana-de-agucar.

Fonte: http://www.usinamendonca.com.br/produto.php

Esse liquido viscoso rico em sacarose além de possuir vitaminas e minerais, tais
como, nitrogénio, fosfatos, calcio, magnésio, zinco, manganés, carbono, cobre e ferro
essenciais para a fermentacdo, é considerado um substrato de baixo custo comercial e

facil obtengdo (TOKASHIKI et al., 2011, MANTOVAN, et al,, 2013).

2.6BACTERIAS DO GENEROBACILLUS

As bactérias do género Bacillus sdo Gram-positivas, aerobias ou anaerdbias
facultativas, esporuladas em forma de bastdo, amplamente distribuidas na natureza,
podendo ser encontradas no solo, na 4gua e até na poeira do ar. Possuem uma gama de
habilidades fisiologicas que permitem o crescimento do micro-organismo nos diversos
ambientes, competindo favoravelmente com outras bactérias, devido a sua capacidade de
formar esporos que produzem metabolitos estaveis ao calor, e a radiacdo (PAZ, 2005;
KUTA, NIMZING, ORKA’A, 2009).

As bactérias do género Bacillus, crescem favoravelmente em meios sintéticos que
contém agucares, acidos organicos, alcoois, como unicas fontes de carbono ¢ amoénio

como unica fonte de nitrogénio. O limite inferior de pH tolerado por esses micro-
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organismos estd entre 2 e 3 (COSTELLI, 2005).A morfologia de bactéria do género

Bacillus esta apresentada na Figura 2.2.

Figura 2.2. Bactéria do género Bacillus visto a0 microscopio otico.
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Fonte: http://biologia.laguia2000.com/microbiologia/el-genero-bacillus

Na literatura a identificacdo dessa classe de bactérias utiliza-se o Bergey’s
Manual of Bacteriology (2005), esse por sua vez, possui uma chave de identificacao de
Bacillus onde testes de amilase, teste de Voges Proskauer (para os redutores de
butanodiol), teste em citrato, teste do crescimento dessas bactérias em 6,5% de NaCl,
teste de catalase e reduc@o de nitrato levam a identificacdo dessas espécies. As espécies
produtoras do bioaroma acetoina sdo positivas em teste de amilase e de Voges Proskauer

(JAMES et al., 2005, CORREIA et al., 2014 ,OLIVEIRA et al., 2014).

2.7 ACETOINA

A acetoina, também conhecida como 3-hidroxi-2-butanona, acetil metil carbinol,
dimetilcetol ou y-hidroxi-f-oxobutano (Figura 2.3), ¢ uma cetona de odor agradavel, cuja
massa molecular é 88,10g.mol'1, formula quimica C4HgO,, ponto de ebulicdo 148°C e
ponto de fusdo de 15°C. Além de ser produzida por processos biotecnologicos, pode ser
obtida por via sintética a partir do diacetil por redugdo parcial (MERCK, 1990;
COSTELLI, 2005; MARIOTTO, 2007).
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Figura 2.3. Estrutura quimica da acetoina

O

OH

Fonte:https://es.wikipedia.org/wiki/Aceto%C3%ADna#/media/File:3Hydroxybutanone.svg

Categorizada como agentes de aromas e fragrancias, a acetoina ¢ uma
substancia geralmente reconhecida como segura (GRAS) pelo JECFA (1998) e FEMA
(2008). A acetoina ¢ usada em alimentos como um aditivo comum. Podendo ser utilizada
como um ingrediente de aroma em formula¢des de morango, framboesa, baunilha, noz,
rum, manteiga, caramelo, coco, café e sabores de outras frutas. Geralmente a acetoina ¢é
adicionada aos produtos de panificagdo, doces, gorduras, 6leos, pudins, laticinios, molho
doce, bebidas, entre outros. Como um composto neutro e nao-idnico, acetoina também
tem boa solubilidade em agua e acido organicos e biocompatibilidade, que se expande em
uso de produtos cosméticos, sabdes, detergentes, lo¢des (XIAO & LU, 2014). Sao

apresentados na Tabela 2.1, algumas aplicagdes da acetoina encontrada na literatura.

Tabela 2.1. Aplicagdes da ace

toina

Aplicacoes Funcoes Referéncias

Armadilha para atrair Atrativo de insetos Negishi et al. (2001)

insetos

Alimentos, produtos Intensificador de sabor Morris (2002)
cosméticos, saboes,

detergentes.
Util nos detergentes, Intensificador de Gonzalez et al.(2008)

amaciantes e tratamento aromatizantes
textil
Alimentos Intensificador de sabor Burdock (2004)
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Cigarros Intensificador de sabor Carmines (2002) e Coggins
etal. (2011)

Composig¢ao de tratamento Tingimento Thiesen et al.(2012)

de cabelo Fibras queratinicas

Fonte: autor

Atualmente, a oferta comercial de acetoina em grande parte édada a partir de
métodos quimicos sintéticos usando matérias-primas fosseis.No entanto, o principal
mercado de acetoina ¢ na industria de alimentos. O uso de processos deprodugdo
biotecnoldgica de acetoina natural a partir de biomassa renovavel continua a ser de
grande interesse, especialmente em fase da escassez de fontes de combustiveis fosseis

(XIAO & LU, 2014).

2.7.1 Biossintese da Acetoina

As bactérias do género Bacillus por serem micro-organismos anaerobios
facultativo, apresentam duas grandes vias. Em aerobiose, a glicose ¢ oxidada a piruvato,
que ¢ transformado em acetil-CoA, que entra no ciclo do acido citrico com a ocorréncia
de fosforilagdo oxidativa para a geragdo de ATP e producdo de biomassa. Estas vias sdo
altamente energéticas e ativadas quando ha presenga de oxigénio no meio,
proporcionando intenso crescimento celular. Para a formagdo de ATP, o acetil-CoA
também pode ser convertido em acetato (ZHANG et al., 2009).

Quando ocorre a limitagdo de oxigénio, outras vias sdo ativadas para a geracdo de
energia e manutencao celular, a partir de NADH+H+ ¢ NAD+. Estes s@o importantes
reguladores de processos enzimaticos a partir de reagdes de oxirredugdo, alterando a
formagdo dos produtos. Durante o crescimento celular, a concentracio de NADH-+H+
aumenta, devido as vias de obtencdo de ATP. Na fase de manuten¢@o, os compostos que
foram reduzidos sdo oxidados, gerando produtos a fim de obter energia (ZHANG et al.,
2009).

Durante a anaerobiose ou sob limitagdo de oxigénio, as vias de produgdo de 1,3-

propanodiol, lactato, hidrogénio, etanol e 2,3-butanodiol sdo ativadas, podendo ser
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ativadas ou inativadas conforme a necessidade de regeneracdo de NADH+H+ |,
dependentes, ainda, do pH do meio (ROMIO, 2014).

A via mais comum de produgdo de acetoina é a bioquimica a partir de duas
moléculas de piruvato, sendo este a chave mais importante para esta via. A reagdo ¢é
espontanea ¢ converte as moléculas de piruvato em a-acetolactato, em reagdo de
descarboxilagdo, seguida da formagdo de diacetil ou de acetoina com eliminagdo de mais
uma molécula de CO,. O diacetil pode ser convertido em acetoina pela acdo da diacetil
redutase. A partir de acetoina, 2,3-butanodiol ¢ formado pela oxidacdo de NADH+H+
pela enzima acetoina redutase (PARK et al., 2013).0 mecanismo de producao da acetoina

¢ mostrado na Figura 2.4.

Figura 2.4.Mecanismo de formagao da acetoina e 2,3- butanodiol

CH3 CH3
| Mg2+
C=0 —_— C=0 + CO,
TPP
COOH H/TPP
Piruvato Complexo acetaldeido-TPP
CH;
C=0 CH; CH; CH;
H/TPP TPP C=0 CO, C=0 H— C—OH
/' / NADH,
—~4— OH—C—COOH 4——H—C—OH —» H—C— OH
Complexo acetaldeido-TPP | | NAD" |
+ CH3 CH3 CH3
CH; Acido a-acetolactico Acetoina 2,3 Butanodiol
C=0
COOH
Piruvato

Fonte: MARIOTTO, (2007)
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2.8 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

A necessidade crescente da otimizacdo de produtos e processos, minimizando
custos e tempos, maximizando rendimento, produtividade e qualidade de produtos, dentre
outros objetivos, tem levado a profissionais de diferentes formacdes a buscarem técnicas
sistematicas de planejamento de experimentos (RODRIGUES E LEMMA, 2009).

O planejamento experimental, baseado nos fundamentos estatisticos, ¢ sem davida
alguma, uma ferramenta poderosa para se chegar as condi¢cdes otimizadas de um
processo, desenvolvimento da formulacdo de produtos dentro das especificacdes
desejadas ou simplesmente para avaliar os efeitos ou impactos que os fatores t€ém nas
respostas (RODRIGUES E LEMMA, 2009).

Os processos possuem varidveis controlaveis, enquanto que outras sao
incontrolaveis, geralmente consideradas como ruidos. Tendo como exemplo a Figura 2.5,
os planejamentos experimentais visam definir quais fatores controlaveis sdo mais

influentes no processo, ou seja, quais desses fatores mais influenciam na resposta “y

(MONTGOMERY, 2004).

Figura 2.5 - Fluxograma exemplificando um planejamento experimental.

Fatores de entrada controlaveis
XisXyserea X

Ll

Entrada Saida
= Processo - y

T

15 ZysennnE,
Fatores de entrada ndo-controlaveis

Fonte: MONTGOMERY, (2004).

Segundo Montgomery (2004), existem basicamente sete etapas para se realizar um

procedimento de planejamento de experimentos:
1. Reconhecimento e relato do problema: desenvolver idéias relacionadas ao
experimento a fim de detectar o que se quer melhorar e quais sdo os

fatores que podem afetar o processo.
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2. Escolha dos fatores e dos niveis: escolha dos fatores que irdo variar, os
intervalos sobre os quais os fatores variardo e os niveis de cada fator.
Esses dados geralmente sdo obtidos de acordo com a experiéncia do
planejador baseados em conhecimentos tedricos que 0 mesmo possui.

3. Selecdo da variavel-resposta: escolher uma variavel de resposta tal qual se
tenha certeza que a mesma ird fornecer informagao util sobre o processo
em estudo.

4. Escolha do planejamento experimental: escolha do tipo de planejamento
experimental a ser realizado.

5. Realiza¢do do experimento: realizar tudo de acordo com o experimento
proposto.

6. Analise dos dados: empregar ferramentas estatisticas corretas para
interpretar os dados de forma eficaz.

7. Conclusdes e recomendagdes: obter conclusdes praticas quanto ao
experimento realizado.

2.8.1 Planejamento Fatorial 2}

Esse tipo de planejamento fatorial possui oito combinagdes fator-nivel e
geometricamente ¢ expresso por um cubo (Figura 2.6) com as oito combinagdes
expressando os vértices do cubo. Nesse tipo de planejamento sdo analisados trés efeitos
principais (A, B e C), juntamente com trés efeitos de interagdo de dois fatores (AB, AC e
BC) e uma interagao entre os trés fatores (ABC). As letras minusculas € o nimero “1” no
cubo sdo todas as n replicagdes em cada uma das oito combina¢des do planejamento

(MONTGOMERY, 2004).
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Figura 2.6 - Cubo demonstrando as combinagdes possiveis em um planejamento fatorial

23

abc

Fonte: MONTGOMERY, (2004).

De posse desses valores, ¢ possivel estimar facilmente todos os efeitos do
planejamento através das equacdes a seguir, as quais se baseiam na geometria do cubo.
Os efeitos principais sdo calculados através da média das quatro combinacdes onde o
efeito estd mais alto (+1), subtraidas pelas quatro combinacdes do lado do cubo onde ele
tem valor mais baixo (-1). Isso resulta nas Equagdes 2.1, 2.2 ¢ 2.3 (MONTGOMERY,
2004).

— — 1
A=YA+—YA_=E[a+ab+ac+abc—b—c—bc—(1)] (2.1)

- — 1
B=YB+—YB_=E[b+ab+bc+abc—a—c—ac—(1)] (2.2)

— — 1
C=Yc+—YC_=E[c+ac+bc+abc—a—b—ab—(l)] 2.3)
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Os calculos dos efeitos de interagdo entre dois fatores sdo feitos pela diferenca das

médias entre os dois planos diagonais no cubo.

1

AB=E[ab+(1)+abc+c—b—a—bc—ac] (2.4)
1

AC=E[ac+(1)+abc+b—a—c—ab—bc] (2.5)
1

BC=E[bc+(1)+abc+a—b—c—ab—ac] (2.6)

E por fim, o efeito de interagdo ABC ¢ calculado pela diferenca entre a média de

AB nos dois niveis de C.

1
ABC=%[abc—bc—ac+c—ab+b+a—(1)] (2.7)

Para a constru¢do da matriz de um planejamento fatorial 2* pode-se construir a
Tabela 2.2 com as variaveis A, B e C. A notagdo utilizada para o maior nivel foi (+) ¢
para o menor nivel (-) foi escolhida arbitrariamente. A forma padrdo de escrever esta
matriz € comegar a partir da primeira coluna, com um sinal (-) e um sinal (+) alternados
até completar o nimero de ensaios do fatorial, a segunda coluna devera conter dois sinais
(-) e dois sinais (+) alternados e assim por diante, até que complete o numero de variaveis
do planejamento. As colunas das intera¢des entre as varidveis sera o produto dos sinais

das colunas correspondentes (MONTGOMERY, 2004).
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Tabela 2.2 -Matriz tipica de um planejamento fatorial 23.

Ensaio A B AB C AC BC ABC Resposta
1 - - + - + + - Y1
2 + - - - - + + Y2
3 - + - - + - + Y3
4 + + + - - - - Y4
5 - - + + - - + Y5
6 + - - + + - - Y6
7 - + - + - + - Y7
8 + + + + + + + Y8

Fonte: MONTGOMERY, (2004).

2.8.2 Estudos utilizando planejamento fatorial 2*

Fleuri e Sato (2008) realizaram um estudo da influéncia de diferentes pardmetros
como: pH, temperatura e agitacdo dos frascos na producdo de p-1,3 glucanases, proteases
¢ de quitinases pela linhagem Cellulosimicrobium cellulans 191, em meios de cultivo A,
B e C, respectivamente. No planejamento experimental para a produgdo de protease em
meio de cultivo B foi verificada maior produgio da enzima (4,25 U.mL ") com pH inicial
de 6,5 apos 30 horas de fermentacdo a 20 °C e 200 rpm. O pH foi o unico parametro
estatisticamente significativo nessa producao.

Lima et al. (2014) avaliaram a producdo de proteases colagenoliticas por Bacillus
stearothermophillus. Os tratamentos foram realizados por meio de um planejamento
fatorial completo 2°, a fim de avaliar a significncia dos efeitos e interagdes das variaveis
- pH inicial, concentragdo de substrato e temperatura - sobre a producdo de protease
colagenolitica. O ponto central foi executado em quadruplicata para fornecer uma
estimativa dos erros experimentais. A maior atividade enzimatica colagenolitica foi 79,38
U mL", correspondendo a atividade especifica de 136,86 U mg”', em condi¢des iniciais
de fermentacdo, na concentracdo de substrato a 1% (p/v), pH 7,2 e 25 °C. A atividade
proteolitica da enzima foi mais ativa em pH 9,0 e 50 °C e foi estavel nas faixas de pH
(6,0 - 9,0) e temperatura (45 °C — 50 °C).

Lisboa et al. (2012) estudaram a influéncia de parametros reacionais na obtencao
via enzimatica de galacto-oligossacarideos (GOS), utilizando-se a enzima comercial -

galactosidase de Kluyveromyces lactis(Lactozym®™ 3000 L), tendo como substrato a
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lactose. Foi realizado um planejamento experimental 2°, verificando a influéncia da
temperatura (30 a 40 °C), da concentragio de lactose (200 a 400 mg.mL™") e da
concentragio de enzima (5 a 10 UmL") no desempenho da reagdo enzimatica. Os
ensaios foram conduzidos a 180 rpm e pH 7,0 (tampao fosfato de sddio 0,1 M). A enzima
Lactozym® 3000 L apresentou atividade de transgalactosilagio, tendo sido atingido
rendimento do processo igual a 41,9% e concentracdo de GOS de 167,5 mg.mL" no
sistema reacional composto por 400 mg.mL™" de lactose e 5 U.mL™" de enzima a 30 °C em
14 h de reagdo. Nessa condi¢ao, a conversao de lactose foi de 65,0%. Maior concentragao
de lactose foi favoravel ao mecanismo de transgalactosilagdo, enquanto que, em menores
concentragdes, 0 mecanismo hidrolitico predominou.

Andrade et al. (2003) realizaram um estudo da desidratacdo osmotica aplicado ao
Jenipapo (Genipa americana L.), para reduzir as perdas pos-colheitas, diversificar o seu
aproveitamento industrial e obter um produto com boas caracteristicas organolépticas e
boa estabilidade microbiolégica. Foi realizado um planejamento 2° de modo a determinar
a influéncia das variaveis independentes: temperatura, tipo de acticar e concentragdo do
agente osmotico sobre a perda de umidade, ganho de agtcar e reducdo de peso. Os
produtos obtidos apresentaram significativa incorporacdo de sélidos; nenhuma das
respostas foi influenciada pelo tipo de agucar empregado, diferentemente da concentragdo
do agente osmotico que além de refletir sobre todas elas, interagiu com a temperatura
influindo sobre a perda de umidade.

E possivel observar a importancia do planejamento fatorial em diversas areas,
levando aos profissionais de diferentes formagdes a buscarem técnicas que melhorem a
qualidade do produto, a sua produtividade, o seu rendimento e minimizem custos e

tempo.

2.9 PARAMETROS QUE INFLUENCIAM NA PRODUCAO DE ACETOINA

O controle eficiente ¢ bem-sucedido de um processo bioquimico depende do
entendimento dos principais parametros bioldgicos e quimicos. Assim como suprimento
de oxigénio, concentra¢do de substrato, indculo, pH e temperatura sdo um dos parametros
fundamentais de controle dos processos biotecnologicos (XIAO & LU, 2014). As
condi¢des de aeracdo, agitacdo e concentragdo de substrato interferem diretamente na
transferéncia de oxigénio e, em se tratando de micro-organismos aerobios ou anaerobios

facultativos, afeta conseqiientemente a produgdo (GIRARDI, 2014).



35

2.9.1 Suprimento de oxigénio

A disponibilidade de oxigénio dissolvido no meio ¢, naturalmente, uma variavel
importante na produgdo da acetoina, afetando o rendimento do produto, da produtividade,
e subproduto. O aumento observado na producdo de acetoina com o aumento da oferta de
O, foi evidenciada pelo estudo de Moes et al. (1985). Eles descobriram que acetoina foi
excretada quando a concentragdo de O; dissolvido alcangou valores acima de 100 ppb.
Em contraste, a producao de 2,3-butanodiol prevaleceu quando O, dissolvido encontrava-
se abaixo de 100 ppb.

Uma forma alternativa quanto ao suprimento de oxigénio foi proposto por Ji et
al. (2009). Neste estudo, o micro-organismo utilizado foi K. oxytoca, em meio
contendo glicose (200 g/L) como fonte de carbono. Os autores selecionaram a aeragdo
de 1 vvm e as agitagoes de 300 rpm e 200 rpm, sendo empregadas em duas etapas.
Primeiro foram utilizadas 300 rpm por um periodo de aproximadamente 15 horas e,
posteriormente, a velocidade foi diminuida para 200 rpm, até o final do ensaio, em torno
de 70 horas. Agitagdo superior na primeira etapa favoreceu a formagao de biomassa e,
posteriormente, com menor velocidade de dissolucdo de O,, a formagdo de 2,3-
butanodiol foi priorizada. Nestas condi¢des, os autores relatam a obtencao de 95,5 g/L. de

2,3-butanodiol.

2.9.2 Concentracao do substrato

Costelli (2005) realizou estudos visando a otimizagdo da producdo de acetoina,
utilizando Bacillus polymyxa, partindo de 30 g.L" ¢ 50 g.L" de glicose & temperatura de
37°C, pH 5,5 com agita¢do de 150rpm e concluiu que a melhor concentragédo foi de 50g/L
do substrato.

Luerce (2002) avaliou a concentragdo inicial de glicose, 30g.L™'e 50 g.L™!, para a
producdo de acetoina pelo micro-organismo Bacillus polymyxa, a uma temperatura de
37°C, 5,5 de pH, 700rpm e 600mL ar/min. Os resultados alcancados pelo autor indicam
que clevadas quantidades do produto sdo obtidas ao se utilizar a maior concentragdo

inicial de substrato num valor de, 50 g.L™.
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2.9.3 Inéculo

Segundo Badino Jr. (2000), geralmente, o tamanho ideal do indculo esta situado
entre 5 ¢ 10% do volume total do meio de cultivo. E recomendavel ainda que haja um
percentual consideravel de células vidveis em fase de crescimento exponencial.

Luerce (2002), utilizando 10% do volume do meio de cultura em indculo estimou
uma concentragcdo de inoculo entre 0,9 e 1,1g/L de células, apds té-lo deixado incubado
por 24h(final da fase exponencial).

Segundo Romano e Suzzi (1996), a formagdo de acetoina depende do tipo de
cepas de micro-organismos utilizados na fermentagdo, embora a concentragdo de células

viaveis presente no processo apresenta uma influéncia maior na formacao do produto.

2.9.4 Potencial hidrogenionico (pH)

O pH ¢ um parametro fundamental na regulacdo do metabolismo das bactérias e
esta influéncia ¢ especialmente acentuada no processo envolvendo a formacdo de
multiplos subprodutos. O pH do meio fermentativo afeta a formacdo da biomassa e a
natureza do metabolismo bacteriano (GARG & JAIN, 1995).

Costelli (2005) estudou a influéncia do pH na produgdo de acetoina pelo micro-
organismo Bacillus polymyxa usando como substrato a glicose, a uma temperatura de
37°C sob agitacdo de 150rpm. Os valores de pH avaliados foram 4,5, 5,0 e 5,5. Os
resultados obtidos pelo autor mostraram que as maiores concentragoes do produto foram
alcangados nos ensaios com o maior pH, 5,5.

Mariotto (2007) avaliou a producdo de acetoina e 2,3 butanodiol a uma
temperatura de 37°C em meio de glicose com velocidade de agitacdo de 700rpm, 600mL
ar/min, em diferentes valores de pH, 4,5; 5,5 ¢ 6,5. O melhor pH foi de 6,5, para o

crescimento do Bacillus polymyxa, formagéo de acetoina e consumo de substrato.

2.9.5 Temperatura
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A temperatura ¢ um paradmetro que influencia a eficiéncia de cultivo, uma vez que
a atividade de enzimas e a manutengdo celular sdo fatores dependentes deste parametro
(GARG &JAIN, 1995; CELINSKA &GRAIJEK, 2009).

O efeito da temperatura na produgéo de 2,3-butanodiol foi estudado por Perego et
al, (2003), a velocidade de agitagcdo usada foi de 150rpm com pH controlado em 6,0,
utilizando uma cepa de Bacillus licheniformis. Os autores aumentaram progressivamente
a temperatura de 34°C para 40°C, e verificaram que até 37°C ocorreu um aumento na
concentracgao final do produto, bem como na produtividade volumétrica média e maxima
(considerando acetoina + 2,3-butanodiol). Utilizando temperaturas maiores, observou-se
a diminui¢do da concentragdo de 2,3-butanodiol e da produtividade, provavelmente
devido a inativacdo térmica da biossintese a temperaturas mais elevadas que a Otima,
considerada neste caso 37°C. A concentracdo de acetoina ndo pareceu ser
significativamente dependente da temperatura.

Romano & Suzzi (1996) relatam que a produgdo de acetoina durante a
fermentag@o do vinho por leveduras ¢ dependente da temperatura. Quando a temperatura
aumenta, a velocidade de decomposi¢do de a-acetolactato também aumenta, e mais

diacetil e acetoina sdo produzidos.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MICRO-ORGANISMOS - LINHAGENS DE BACILLUS

3.1.1 Isolamento e Caracterizaciao

Foram coletadas 500g de amostra do sedimento a 10 cm de profundidade, em
quatro pontos, no entorno do mangue da Lagoa do Araga (Recife, PE), posicionados, nas
coordenadas geograficas: -8.092984, -34.913373; -8.093095, -34.916334; -8.093095, -
34.916334; -8.093095, -34.916334 e nomeados pelas letras A, B, C ¢ D. As amostras
foram acondicionadas em sacos estéreis colocadas em isopor e levadas ao laboratério. A

Figura 3.1 mostra os pontos onde foram feitas as coletas.

Figura 3.1. Pontos de coleta situados entorno da Lagoa do Araga-PE

Fonte: http://www.educacional.com.br/reportagens/recife/fotos/lagoa do araca.asp

Para o isolamento das bactérias foi utilizado 25g das amostras de sedimento de
mangue. As amostras foram transferidas assepticamente para frascos com 225 mL de
agua salina peptonada a 0,85%. As suspensodes foram levadas ao aquecimento de 100°C e
apos o esfriamento, feitas as dilui¢des 1/10, 1/ 10%, 1/10°. A seguir, aliquotas de 1 mL das
amostras foram colocadas em Placas de Petri estéreis, sem o meio de cultura (Agar

Nutritivo acrescido de 2% de NaCl e 0,2% de amido), pois esse foi colocado
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posteriormente na placa (técnica:Pour Plate) e incubadas por 48hs em estufa (Marconi-
MAO032/1)a 35°C. As coldnias isoladas de cada ponto da coleta foram transferidas para
tubos de ensaio contendo meio Agar Nutritivo, sendo nomeadas com referéncias de onde
foram retiradas (A, B, C, D) e numeradas (1 — 10). Todas as culturas isoladas em tubos
de ensaio foram armazenadas em refrigerador a 5°C e ativada por repicagem em meio de
manuten¢do, 48 horas antes de serem utilizadas nos ensaios.

Previamente, as bactérias foram analisadas pela coloracdo diferencial de Gram e
os bacilos também foram diferenciados quanto a forma como bacilos longos, curtos,
grossos, finos. Uma coloragdo de esporos foi realizada para identificag@o e caracterizagdo
dos esporos (TRABULSI & ALTERTHUM, 2008; PELCZAR, et al., 2008) .

A identificacdo das linhagens baseou-se na chave de caracterizagdo para bactérias
do género Bacillus contida em Bergey’s Manual os Systematic Bacteriology (2005) como
mostra a Figura 3.3. A defini¢do das espécies foi feita por testes bioquimicos variados
como fermentacdo de aglcares, testes enzimaticos, teste do citrato, teste de tolerancia ao

NaCl 6,5% de acordo com a chave de caracterizagao.

3.1.2 Avaliacio do Potencial para Producio do Bioaroma de Acetoina

Ap6s a identificacdo dos micro-organismos quanto ao género ¢ espécie avaliou-se
a habilidade das bactérias em produzir acetoina através do teste de Vogues-Proskauer
(VP). As bactérias foram inoculadas em caldo glicosado fosfatado e incubadas por 48hs
em estufa (Marconi-MAO032/1) a 35°C. Em seguida, foram adicionados em cada tubo
0,6mL de a-naftol e 0,2mL de hidroxido de potassio, esses reagentes permitiram detectar
a presenca de acetil metil carbinol (acetoina), do metabolismo da glicose pela formagao
de um complexo rosa/vermelho que da essa cor ao meio de cultura. O desenvolvimento
de uma cor rosa/vermelha na cultura, 15 minutos apdés a adicdo dos reagentes
representava uma prova positiva. A auséncia dessa cor era equivalente a uma prova
negativa. (HANKIN & ANAGNOSTAKIS,1979; KITANCHAROEN &HATAI,1998;
ANVISA,2004).
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Figura 3.2. Chave de caracterizagdo para bactérias do género Bacillus

Chave de Identificacdo de Bacillus
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Fonte: JAMES et al.( 2005).
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3.2 MEIOS DE CULTURA

Uma variedade de meios de cultura foi feito ao longo desse trabalho. Esses por
sua vez, foram esterilizados em autoclave (FANEM- Modelo 415) a 121°C por 15

minutos.

3.2.1 Isolamento

v Agar Nutritivo acrescido com 2% de NaCl e 0,2% de amido: 3g/L de extrato de
carne; 5g/L de peptona; 16g/L de Agar; 0,02g/L de NaCl e 0,02g/L de amido.

v’ Citrato de Simmon: 2g/L de citrato de sddio; 0,2g/L de MgSO4.7H,0; 1,0 g/L de
NH4H;PO4; 5,0g/L de NaCl; 0,08g/L de Azul de bromotimol e 14g/L de Agar .

v Manitol: 3g/L de extrato de carne; 5g/L de peptona; 1g/L de glicose e 0,02g/L de

Vermelho de fenol.

v Agar Nutritivo acrescido com 6,5% de NaCl: 3g/L de extrato de carne; 5g/L de
peptona; 16g/L. de Agar e 0,065g/L. de NaCl.

v’ Caldo Glicosado Fosfatado: 5g/L de peptona; 5g/L de glicose ¢ 5g/L de K,HPOL.

3.2.2 Manutencio

v Agar Nutritivo:3g/L de extrato de carne; 5g/L de peptona; 16g/L de Agar e pH
6,8-7,0.

3.2.3 Meio para Producio do Bioaroma

Os meios utilizados nos ensaios preliminares ¢ no estudo cinético foram
preparados a partir do melaco de cana-de-agticar. Esses meios foram preparados em

diferentes concentracdes de melaco.
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Para o preparo de 500 mL dos meios, pesou-se (30g, 40g e 50g) da massa de
melago em balanca analitica (GEHAKA-AG200). Essas massas de melago foram diluidas
com 400 mL de agua destilada e transferidas para frascos Erlenmeyers (1L), tendo como
finalidade a realizacdo da hidrélise da sacarose. A Hidrolise foi realizada adicionando
HCI P.A (12,5mL, 10mL e 8,2mL) em cada frascos Erlenmeyers, seguida de um
aquecimento em banho-maria a 68°C por 15 minutos. Apods hidrdlise adicionou-se NaOH
12M (12mL, 10mL e 8mL), em cada um dos frascos Erlenmeyers, para neutralizacdodos
meios. Por fim, transferiu-se os meios hidrolisados para baldes volumétricos de 5S00mL e
aferiu-se com agua destilada.

Em seguida, os meios foram transferidos para Béqueres (1L) onde foram
adicionados fontes de nitrogénio como KoHPO4 KH,PO4, (NH4pHPO4, (NH4)2SO4 €
extrato de levedura descrito por DE MAS, et al. (1988) na composigdo idéntica ao meio

PAY como mostra a Tabela 3.1.

Tabela 3.1. Composic¢do do meio PAY (Phosphate Ammonium Yeast)

Componente Concentracio
K,;HPO, 9,16g/L
KH,PO4 1,75g/L

(NH4),HPO4 2,9g/L

(NH4)2S04 5,8g/L
Extrato de Levedura 13,1g/L

MgS04.7H,0 219mg/L

FeS0O,.7H,O 44mg/L

CaCl,.2H,0 8,8mg/L

ZnS04.7H,0 0,9mg/L

MnS0O4.H,O 0,9mg/L

EDTA 44mg/L
H,S04 150mg/L
Glicose 30g/L, 50g/L

Fonte: COSTELLI, (2005)

Ap6s a adi¢do dos nutrientes, volumes de 50 mL de meio foram transferidos para
frascos de Erlenmeyers de 125 mL previamente tamponados com algoddo. Em seguida,

foi feito o ajuste do pH para valores de 6,5; 7,5 e 8,5 utilizando HCI e NaOH.
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3.3 PREPARO DO INOCULO

As culturas Dbacterianas (Bacillus polymyxa, Bacillus alvei e Bacillus
licheniformis) foram incubadas em frascos de Roux contendo o meio de manutengdo, por
48horas em estufa (Marconi-MA032/1) a uma temperatura de 35°C. Apds o periodo de
incubagdo suspensdes desses micro-organismos foram transferidas para frasco
Erlenmeyers estéreis através de lavagens com agua destilada estéril. A extracdo se deu até
que a turvacdo das suspensdes estivesse de acordo com a escala nefelométrica de Mc
Farland 0,3, que ¢ equivalente a 10*UFC/mL (LENNETTE, et al., 1985).

Para uso no reator de bancada, utilizou-se 0 mesmo procedimento até que fosse

atingido uma suspensao com 10%do volume do meio utilizado no reator.

3.4 SUBSTRATO E CARACTERIZACAO

O substrato utilizado foi o melaco de cana-de-agtcar, fornecido pela Usina Séo
Jodo, localizado no municipio de Santa Rita- PB.

Foram realizadas, no municipio de Campina Grande- PB, analises fisico-quimicas
de minerais (N, P, K, Ca e Mg), cinzas, pH, actcares ndo redutor e agucares totais
determinadas de acordo com a metodologia descrita pelo AOAC (2002) e o Instituto

Adolf Lutz (2008).

3.5 PRODUCAO DE ACETOINA

A produgdo de acetoina foi inicialmente realizada utilizando frascos Erlenmeyers,
através de um planejamento experimental avaliando trés espécies de Bacillus. Apos esta
etapa, com os parametros determinados o micro-organismo que forneceu melhor

conversao de substrato em produto foi submetido a um estudo cinético.
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3.5.1Delineamento Fatorial

Foi realizado um planejamento fatorial 2° com triplicata no ponto central,
totalizando 11 ensaios. A concentragdo do substrato (hidrolisado de melago de cana-de-
actcar), velocidade de agitagdo ¢ o pH foram as variaveis independentes e o percentual
de conversdo de substrato em produto na formacao de acetoina foi a variavel dependente
(resposta). Os ensaios foram realizados com Bacillus licheniformis, Bacillus polymyxa e
Bacillus alvei. A escolha dessas bactérias foi devido ao maior percentual de bactérias
isoladas de sedimento de mangue e por ndo haver na literatura estudos de producdo de
acetoina utilizando o Bacillus alvei. Os valores codificados e decodificados estdo

apresentados na Tabela 3.2

Tabela 3.2.Niveis codificados das variaveis para os ensaios

Ensaios pH Agitacao (rpm) Concentracao de
melaco
hidrolisado(g/L)
1 - (6,5) -(0) -(60)
2 +(8,5) -(0) -(60)
3 - (6,5) +(200) -(60)
4 +(8,5) +(200) -(60)
5 - (6,5) - (0) +(100)
6 +(8,5) -(0) +(100)
7 - (6,5) +(200) +(100)
8 +(8,5) +(200) +(100)
9 0(7,5) 0(100) 0(80)
10 0(7,5) 0(100) 0(80)
11 0(7,5) 0(100) 0(80)

Os ensaios foram realizados em bancada (ensaios sem agitagdo) e os ensaios com
agitacao foi utilizado incubadora rotativa do tipo Shaker da Marca Marconi, modelo MA-
420 com temperatura controlada em 35°C. Utilizou-se como reatores frascos de
Erlenmeyers de 125mL, contendo 50 mL de meio (hidrolisado de melaco de cana-de-

agticar) e 5% v/v da suspens@o microbiana.
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Os reatores ficaram sete dias nas condi¢des estabelecidas no planejamento fatorial
e com o término desse periodo as amostras foram coletadas para analise.
Os dados foram analisados pelo programa Statistic for Windows 6.0, ao nivel de

5% de significancia.

3.5.2 Estudo Cinético

O estudo cinético foi realizado em batelada com o micro-organismo que
apresentou melhor conversdo de substrato em produto seguindo as condicdes
estabelecidas pelo planejamento fatorial. Utilizou-se um biorreator (Modelo
BIOFLO/CELLIGEN 115) com cuba 3L (volume util de 1,5L) que foi previamente
autoclavado por 20min a 121°C contendo o meio de produgdo. Foi adicionado 10% (v/v)
do in6culo no biorreator contendo o meio. O periodo de biossintese foi de 144 horas a
uma temperatura de 35°C. Uma amostra de 10 mL foi removida a cada 24 horas,
centrifugada a 5000 rpm por 10 minutos a 5°C. O sobrenadante foi filtrado utilizando um
sistema de filtracdo a vacuo (Marca Nagene Nunc/ modelo 300-4050) para se determinar
as concentragdes do substrato (agucar residual) e o produto (acetoina). O sedimento foi
utilizado para avaliagdo da concentracdo da biomassa. A Figura 3.4 mostra o biorreator

utilizado no processo.

Figura 3.3. Processo de producéo de acetoina em biorreator
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3.5.3 Parametros Cinéticos

3.5.3.1 Velocidades Médias e Especifica

As velocidades médias de formag@o de biomassa (AX/At) foram calculadas a

partir da seguinte féormula:
AX/At=(X¢—Xo) / t (3.1)

Onde: AX/At : velocidade média de formag@o de biomassa (g/L/h);
X; : concentragio de biomassa no tempo considerado (g.L™);
X, : concentragio inicial do indculo (g.L™);

t : tempo (h).

As velocidades médias de consumo de substrato (AS/At) foram estimadas pela

seguinte expressao:

AS/At = (S¢— So) / t (3.2)

Onde: AS/At : velocidade média de consumo de agucares (g/L/h);
St concentragdo final de agucares (g.L™);
So :concentragao inicial de aguicares (g.L'l);

t : tempo (h).

As velocidades especificas de crescimento (p) foram obtidas pela derivacdo de
curvas relacionando o logaritmo natural da concentra¢do de biomassa (In X) em fung¢éo
do tempo (t). A velocidade especifica maxima ([max) foi determinada na fase exponencial

do crescimento, considerando que nao ocorre morte durante este periodo.

3.5.3.2 Fatores de conversdo de substrato em biomassa e em produtos

O coeficiente de conversdo Yx;s que expressa a massa de biomassa formada por
substrato consumido e o coeficiente de conversdo de substrato consumido em produto

formado Ypss foram determinados de acordo com Schmidell e al. (2001).



47

Xr—Xo

YX/S = So=S; (3.3)
__Pf Py
YP/S = _So—Sf (3.4

Onde: x¢: concentragdo de biomassa final (g-L'l)
X, : concentragio inicial do indculo (g-L™)
P;: concentragdo de produto final (g'L™)

P, : concentracdo de produto inicial (g'L'l)

3.5.3.3 Produtividade

A produtividade para o composto formado durante o processo, em ensaio sem

variagdo de volume, foi calculada por:
PV = (Pf— Po) / t (35)
Onde: P,: produtividade de produto (g.L™.h);
Ps :concentracao final de produto (g.L'l);

Po:concentragio inicial de produto (g.L");

t :tempo (h).

3.6 DETERMINACOES ANALITICAS

3.6.1 Determinacio dos Agticares

A concentragdo de agucares redutores simples (ARS) e aglcares redutores totais
(ART) expresso em concentragdo de glicose foi determinada pelo método colorimétrico

do 3,5-Dinitrosalicilico (DNS), descrito por Miller (1959).

3.6.1.1 Agucares Redutores Totais (ART)

Previamente realizou-se uma hidrolise acida nas amostras utilizando HCI (P.A)
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por 15 min a 68°C. Em seguida, neutralizou a amostra com NaOH (12M). Aferiu-se as
amostras para o volume de 500 mL. Utilizou-se 0,5mL das amostras hidrolisadas e 1 mL
do reagente de DNS, levou-se ao aquecimento por 5 minutos a 100°C e analisou-se a
absorbancia em espectrofotometro a um comprimento de onda de 540nm. A
concentragdo de agucar foi determinada pela conversdo da Absorbancia em concentragdo

de glicose (g/L) através da curva de calibragdo construida previamente (Anexo-A).

3.6.1.2 Agucares Redutores Simples (ARS)

Utilizou-se na analise um volume de amostra de 0,5 mL e 1 mL do reagente de
DNS, levou-se ao aquecimento por 5 minutos a 100°C e analisou-se a absorbancia em

espectrofotometro a um comprimento de onda de 540nm.

3.6.2 Concentraciao de Produto (Acetoina)

As amostras centrifugadas foram filtradas em membrana de fibra de vidro (0,48
um) e em seguida a concentracdo de acetoina foi determinada por cromatografia em fase
gasosa, utilizando-se cromatografo CG- Master 90 equipado com detector de ionizagdo
de chama (DIC ar-hidrogénio e coluna de silica fundida, 0,53 mm x 30 mm) Marca
Supercowax, modelo 10 com sistema de aquecimento de rampa de temperatura iniciando
em 55°C até 130°C, a uma taxa de 20°C/min, temperatuta do injetor de 200°C e do
detector 230°C. O volume da amostra foi de 1 uL. Uma curva de calibragdo foi preparada
com concentragdo de acetoina de 0,01 a 1,0 g/L (Anexo-B). O tempo de analise foi de 4
minutos. As amostras ¢ os padrdes foram diluidos de forma em que a concentragido
encontre-se na faixa de linearidade da curva de calibragdo. Os cromatogramas foram

obtidos e analisados com o auxilio do programa PeakSimple.

3.6.3 Concentracao da Biomassa

A quantidade de biomassa produzida foi determinada através do método
gravimétrico (Peso Seco). As membranas foram previamente taradas apos 24 horas em
estufa(Marca QUIMIS/ modelo-Q316M2) a temperatura de 80°C. Em seguida foi
realizada uma filtragdo a vacuo das amostras utilizando um sistema de filtracdo (Marca

Nagene Nunc/ modelo 300-4050), a biomassa foi lavada trés vezes com agua destilada.
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Ap6s a filtragdo, as membranas foram colocadas em estufa a 80°C, por 24 horas. Foram
pesadas em balanga analitica (GEHAKA-AG200). A concentracdo de Biomassa, expressa

em peso seco, foi calculada de acordo com a Equagéo 3.6.
psx = £ 1000 (3.6)

Onde: MB: peso da membrana com a biomassa (g)
MYV: peso da membrana vazia (g)
VF: Volume utilizado (mL)
PSX: Peso seco de biomassa (g/L)
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DE BACTERIAS DO GENERO
BACILLUS DE SEDIMENTO DE MANGUE

Foram isoladas do sedimento de mangue da Lagoa do Araga (Recife-Brasil) trinta
e uma cepas bacterianas, sendo possivel a identificagdo de nove espécies de micro-
organismos do género Bacillus.

As espécies do género Bacillus identificadas no isolamento foram: Bacillus
alvei,Bacillus badius, Bacillus circulans “A”, Bacillus circulans “B”, Bacillus
coagulans, Bacillus larvae, Bacillus licheniformis, Bacilluspolymyxa, Bacillus popilliae e
Bacillus subtilis. A Figura 4.1 apresenta as espécies identificadas em fungdo do

percentual de cepas isoladas.

Figura 4.1. Percentual microbioldgico de Bacillus na Lagoa do Araga (Recife- Brasil)

Percentual microbioldgico

M B. alvei
M B. badius
m B. circulans "A"
M B. circulans "B"
M B. coagulans
m B. larvae
1 B. licheniformis
1 B. polymyxa

B. popilliae

m B. subtilis

Os Bacillus licheniformis e Bacillus polymyxa mostraram-se mais abundantes no
habitat de estudo, ambos apresentando 19,35% dos isolados. O Bacillus subtilis também

apresentou um percentual consideravel, chegando a 16,13%. Segundo Xiao & Lu (2014),
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Bacillus licheniformis sdo conhecidos pela eficiéncia de numerosas enzimas hidroliticas
para o meio ambiente, isso permite que as células degradem e cresgam em uma variedade
de substratos. Ja os Bacillus polymyxa sdo conhecidos como fixadores de nitrogénio
(LUERCE, 2002).

Foi possivel observar a diversidade das espécies deste género nos sedimentos de
mangue da Lagoa do Aragd (Recife-Brasil), contribuindo assim para um estudo
viabilizando a aplicagdo biotecnologica de producdo bioaromas.

Ap6s a identificagdo das espécies, os micro-organismos foram submetidos ao teste
VP para avaliar a habilidade de cada um em produzir acetoina. Dentre as nove espécies
identificadas cinco foram produtoras do bioaroma acetoina, sendo estas as seguintes:
Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Bacillus polymyxa, Bacillus alvei e Bacillus
coagulans.

Estudos realizados por Xiao & Lu (2014) evidenciaram algumas tendéncias gerais
de micro-organismos para a producdo de acetoina, o género Bacillus foi um dos grupos
que apresentou maior tendéncia para essa produgdo, seguido da espécie Paenibacillus
polymyxa, das bactérias do acido latico e da familia Enterobacteriaceae.

As espécies do género Bacillus mais encontradas na literatura para a producao de
acetoina sdo: Bacillus polymyxa, Bacillus licheniformis ¢ Bacillus subtilis. (MARIOTTO,
2007; LUERCE, 2002; COSTELLI, 2005; BARROS, 2011; LIU, et al, 2011). Nao ha
relatos da producao de acetoina com as bactérias Bacillus alvei e Bacillus coagulans até o

momento.

4.2 CARACTERIZACAO DO MELACO

O melago de cana-de-acucar utilizado apresentou 62,53% de acgucares totais
(Tabela 4.1), sendo o maior percentual constituido de sacarose, uma quantidade bastante
alta em relacdo ao teor de aglicar encontrado por Najafpour & Shan (2003) de 45 a 50%.

Além dos aglicares o melago apresentou nutrientes como, Nitrogénio (0,57%),
Fosforo (0,03%), Potassio (2,37%), Calcio (0,59%) e Magnésio (0,36%) esses resultados

estdo mostrados na Tabela 4.1.
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Tabela 4.1. Composicao fisico-quimica do melaco de cana-de-agucar

Constituintes Concentragao (%)
Nitrogénio 0,57
Fésforo 0,03
Potassio 2,37
Calcio 0,59
Magnésio 0,36
pH 5,81
Cinzas 7,96
Agucar nao redutor (Sacarose) 36,95
Acucar redutor (Frutose e Glicose) 25,58
Agucar Total 62,53

Considerando que para o crescimento de qualquer micro-organismo o substrato
deve atender as necessidades nutricionais e energéticas do mesmo (carbono, hidrogénio,
oxigénio, nitrogénio ¢ sais minerais), o meio de melago de cana-de-agucar foi enriquecido
com sais que continham amonia, enxofre, fosforo e extrato de levedura (hidrolisado
protéico) com finalidade de suprir as caréncias da matéria-prima e também favorecer a
producdo de acetoina. A concentragdo destes sais foi de acordo com o meio PAY descrito
por DE MAS, et al.(1988).

A Tabela 4.2 mostra os resultados dos agucares totais obtidos nos meios de

melaco em diferentes concentragdes.

Tabela 4.2.Resultados da determinacdo de aguicares totais em meio de melago hidrolisado

Concentragdo de melago (g/L) Concentragao de actcar total (g/L)
60 41,80
80 53,28
100 62,53

4.3 PLANEJAMENTO FATORIAL

Na Tabelas 4.3 estdo apresentadas as respostas, em percentual de conversao (Ypss (%)),
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obtidas no planejamento fatorial para os Bacillus licheniformis, Bacillus alvei e Bacillus

polymyxa.

Tabela 4.3. Resultado obtido do planejamento fatorial 2°

Ensaios pH Concentragdo  Agitacdo Ypis (%) Yeis(%)  Ypis (%)

de melago (rpm) Bacillus Bacillus  Bacillus

(g/L) licheniformis  alvei  polymyxa
1 6,5 60 0 20,50 19,75 19,97
2 8,5 60 0 27,16 28,26 26,43
3 6,5 100 0 17,18 14,72 15,44
4 8,5 100 0 32,43 33,89 29,01
5 6,5 60 200 44,38 40,26 31,90
6 8,5 60 200 31,03 32,33 29,88
7 6,5 100 200 52,88 38,35 32,04
8 8,5 100 200 34,73 46,35 35,21
9 7,5 80 100 22,92 22,20 42,69
10 7,5 80 100 21,92 23,96 42,13
11 7,5 80 100 21,35 22,80 44,25

Na tabela 4.3 pode ser observado que os maiores resultados de conversao foram
obtidos pelo Bacillus licheniformis (52,88%) e alvei (46,35%), com a maxima agitacdo e
concentragao de melaco (g/L).

Por se tratarem de bactérias aerdbias a agitagdo favorece a oxigenacdo do meio
contribuindo na conversdo do substrato em produto (XIAO & LU, 2014).

A maior concentracdo de substrato (100g/L) foi fundamental para a conversao
com essas bactérias, devido apresentar maior quantidade agucares disponiveis. Esses
acucares sdo convertidos pelas enzimas, sintetizadas pelos micro-organismos, em
acetoina.

A andlise de varidncia (ANOVA), obtida para o resultado de conversdo de
substrato em produto pelo Bacillus licheniformis, Bacillus alvei e Bacillus polymyxa

estdo representadas na Tabela 4.4.
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Tabela 4.4.Tabela de andlise de varidncia para a conversdo de substrato em produto

obtida nos ensaios realizados com Bacillus licheniformis, Bacillus alvei e Bacillus

polymyxa.
Bacillus licheniformis
Fonte de variacao SQ GL MQ p
(1)ph (L) 11,496 1 11,4960 | 0,050794
(2)CONCENTRACAO(L) 37,697 1 37,6974 | 0,016346
(3)AGITACAO(L) 540,383 1 540,3828 | 0,001167
1Le 2L 1,796 1 1,7955 0,233839
1Le 3L 356,579 1 356,5785 0,001767
2L e3L 13,133 1 13,1328 0,044883
1x2x3 22,412 1 22,4115 0,027045
Falta de ajuste 226,637 1 226,6366 0,002775
Erro puro 1,263 2 0,6316
Total 1211,394 10
Bacillus alvei
(1)ph (L) 96,2578 1 96,2578 | 0,008214
(2)CONCENTRACAO(L) [ 29,6263 1 29,6263 | 0,025973
(3)AGITACAO(L) 460,1061 1 460,1061 | 0,001735
1Le 2L 88,3785 1 88,3785 | 0,008937
1Le 3L 95,2890 1 95,2890 | 0,008297
2L edL 16,5600 1 16,5600 | 0,045096
1x2x3 3,4716 1 3,4716 0,172731
Falta de ajuste 157,6917 1 157,6917 | 0,005038
Erro puro 1,6011 2 0,8005
Total 948,9822 10
Bacillus polymyxa
(1)ph (L) 56,0741 1 56,0741 | 0,020853
(2)CONCENTRACAO(L) | 0,2176 1 0,2176 0,712427
(3)AGITACAO(L) 182,2141 1 182,2141 | 0,006559
1Le 2L 18,9112 1 18,9112 | 0,058296
1Le 3L 44,5568 1 44,5568 | 0,026034
2LedL 6,8820 1 6,8820 0,139575
1x2x3 0,4608 1 0,4608 0,599629
Falta de ajuste 528,1089 1 528,1089 | 0,002278
Erro puro 2,4139 2 1,2069
Total 839,8394 10

Na tabela 4.4 verifica-se que a falta de ajuste foi significativa nos trés modelos, ou
seja, ndo ocorreu um bom ajuste do modelo dentro da faixa das variaveis independentes
pesquisadas, sendo necessario pesquisas futuras com ampliacdo de faixas do pH,
concentracdo do melaco e agitacdo. Assim a discussdo serd focada no comportamento
obtido através dos modelos gerados das variaveis independentes (pH, concentracao do
melaco e agitacdo) sobre a resposta Yp;s(%) com Bacillus licheniformis, Bacillus alvei e

Bacillus polymyxa.
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Na Figura 4.2 observa-se os efeitos significativos das varidveis independentes
(pH, concentragdo do melago e agitacdo) sobre o processo de conversdo de substrato em

produto com os trés micro-organismos (Bacillus licheniformis, Bacillus alvei e Bacillus

polymyxa).

Figura 4.2. Efeitos principais e de interagdo na conversao de substrato em acetoina, nos
ensaios realizados com Bacillus licheniformis (a), Bacillus alvei (b) e Bacillus polymyxa
(©).
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Analisando a Figura 4.2 a, b e ¢, verifica-se que a agitacdo pode ser considerada a
principal varidvel que afetou os trés processos de conversdo de substrato em acetoina,
pois apresentou maior magnitude dos efeitos, fato este que pode ser explicado pela
utilizagdo de micro-organismos aerdbios, que com agitacdo favorece a aeracio,

possibilitando maior consumo de oxigénio.
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Conforme apontam alguns trabalhos na literatura o suprimento de oxigénio &,
naturalmente, uma variavel importante na producdo de acetoina, favorecendo a produgao
do bioaroma (XIAO & LU, 2014; COSTELLI, 2005; MOES, et al., 1985).

Nas Figuras 4.3 a, b e ¢ verifica-se o comportamento da agitagdo e pH no processo
de conversdo pelos micro-organismos Bacillus licheniformis, Bacillus alvei ¢ Bacillus

polymyxa através da superficie de resposta.

Figura 4.3. Superficie de resposta da conversdo em acetoina realizados com Bacillus

licheniformis (a), Bacillus alvei (b) e Bacillus polymyxa (c), em fun¢do do pH e agitagdo.
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Nas Figuras 4.3 b e c, ficaram constatados que o pH teve efeito significativo, o
aumento deste favoreceu a conversdao do substrato pelos micro-organismos Bacillus alvei
e Bacillus polymyxa, diferentemente com o Bacillus licheniformis (Figura 4.3 a), este ndo
sofreu influéncia do pH. Este comportamento pode ser explicado pelo fato
destesBacillusproduzirem enzimas que apresentam uma estabilidade no pH, fazendo com
que as mesmas consigam produzir em valores de pH mais baixos 3,5 até valores mais
altos como 12. (CARVALHO, 2007; BERNHARDSDOTTER, et al. 2005).

De acordo com a Figuras 4.3 b os micro-organismos Bacillus alvei apresentaram
maior conversdo de substrato em produto em pH 8,5, na literatura ndo ha relatos de
producdo de acetoina nesse valor de pH. Varios autores avaliaram a produgdo de acetoina
em pH mais 4acidos (4,5; 5,0; 5,5 e 6,5 (LUERCE, 2002; COSTELLI, 2005;
MARIOTTO, 2008).

Na Figura 4.3 a, b e c, constatou-se que a interagcdo entre a agitacdo e pH teve
influéncia significativa, ou seja, quanto menor o pH e maior a agitagdo, maior a
conversdao do substrato em acetoina pelos trés micro-organismos, fato este comprovado
pelo sinal negativo mostrado na Figura 4.2 a, b e c.Apesar de alguns trabalhos
(CARVALHO, 2007; BERNHARDSDOTTER, et al. 2005) apontarem a capacidade dos
micro-organismos do género Bacillus produzirem enzimas em diferentes valores de pH,
cada enzima possui o pH 6timo para sua atividade, essa eficiéncia de produgdo com as
enzimas depende uma série de fatores (substrato, temperatura e agitacdo),que interligados
tem a fungdo de melhorar ou até desfavorecer a produgao.

Nas Figuras 4.4 a, b e ¢ verificou-se o comportamento da agitagdo e concentragdo
do melago no processo de conversdo pelos micro-organismos Bacillus licheniformis,

Bacilus alvei e Bacillus polymyxa através da superficie de resposta.
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Figura 4.4. Superficie de resposta da conversdo em acetoina realizados com Bacillus
licheniformis (a), Bacillus alvei (b) e Bacillus polymyxa (c), em fungdo da agitacdo e

concentracdo de melago.
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A Figura 4.4 a ¢ b é possivel verificar que a conversao de substrato em acetoina
pode ser melhorada pelo aumento da concentragdo de substrato para os micro-organismos
Bacillus licheniformis e Bacillus alvei diferentemente do comportamento do Bacillus
polymyxa (Figura 4.4 c). Esse fato possivelmente pode ser explicado pela capacidade
deste micro-organismos produzirem uma quantidade maior de enzimas, necessitando de

uma quantidade mais elevada de substrato para converter em produto.

W
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Estudos realizados por Luerce (2002) também afirmam que os maiores teores de
acetoina s@o obtidos pelo aumento da concentracdo do substrato (glicose). Em seu
experimento a concentracdo maxima de glicose utilizada foi de 50 g/L, valor inferior a

concentragao de agucar (62,53g/L) presente no melago (100g/L) utilizado na pesquisa.

4.4 CINETICA DO PROCESSO DE PRODUCAO DE ACETOINA

Apos a avaliagdo estatistica do processo de produgdo de acetoina, viu-se que o
micro-organismo Bacillus licheniformis foi o que apresentou um melhor percentual de
conversdao substrato em produto (52,88%) comparado ao Bacillus alvei (46,35%) ¢
polymyxa (42,69%), consequentemente foi realizado um estudo cinético com este micro-
organismo.

O estudo foi realizado por um periodo de 144 horas com agitagcao de 200rpm, pH
de 6,5 e a concentragdo de melaco de 100g/L. A temperatura (35°C) e asuspensio
bacteriana (10%) permaneceram constantes. A Figura 4.5 mostra as evolucdes da

concentracdo de substrato, biomassa e acetoina.

Figura 4.5 Evolugdes da concentracao de substrato, biomassa e acetoina no tempo.
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Na Figura 4.5, é possivel observar que o crescimento do micro-organismo nao
apresentou fase de adaptacdo, apenas fases exponencial e estaciondria. O ndo ocorrido da
fase de adaptacdo pode ser explicado pelo pH que se encontrava proximo a neutralidade e
o in6culo ja estava adaptado a esse valor. Mariotto (2007) estudou a influéncia do pH na
produgdo de acetoina e 2,3- butanodiol por Bacillus polymyxa e observou que em pH 4,5
a fase de adaptacdo do micro-organismo foi de aproximadamente 40 horas. Aumentando
o pH para 5,5, o micro-organismo foi capaz de se adaptar ao meio de cultura em apenas 3
e 8 horas. No caso do pH 6,5 a fase de adaptagdo foi muito pequena, podendo ser
desconsiderada.

O Bacillus licheniformis atingiu a fase exponencial entre 0 e 48 horas de cultivo,
com uma velocidade especifica maxima de crescimento celular de 0,025 h'.

A concentragdo de biomassa atingiu um valor constante a partir de 48 horas de
processo (Figura 4.5), com produgdo maxima de aproximadamente 3,0 g/L. O
crescimento do micro-organismo pode estar sofrendo o efeito da inibicdo pelo produto.
Segundo Luo et al (2014), a acetoina ¢ toxica para o crescimento celular , inibindo,
assim, a capacidade das células consumirem a glicose.Os possiveis efeitos negativos da
acetoina podem ser devido a sua toxicidade para a célula, podendo prejudicar a
produgdo.

O micro-organismo comeg¢a a consumir o substrato presente no meio de cultura,
visando paralelamente, a formag@o de células e de produto. Nesta fase, a velocidade de
formago de biomassa ¢ de 0,05 g/L.h”', entre 0 ¢ 48horas de cultivo (Figura 4.5).

Na fase exponencial, o substrato ¢ convertido em produtos, e a sua velocidade de
consumo da glicose foi de 0,30 g/L.h'l, entre 0 e 48 horas. No final do cultivo 16,11 g/L
de acetoina foi produzido. Essa produgio apresentou uma produtividade de 0,11g-L™"h.

Pode ser observado na Figura 4.5 uma maior producdo de acetoina, na fase
estacionaria indicando que a producdo ndo esta diretamente ligada ao crescimento de
células. Costelli (2005) também observou este mesmo comportamento em um estudo
realizado com pH 5,5 atingindo 7,8g/L de acetoina pela bactéria Bacillus polymyxa.

A conversdo de substrato em produto foi de 0,58gsu/gpro € de substrato em células
foi de 0,09gsn/gc1. Mariotto (2007) apresentou uma Yx;s de 0,08gs/g..1 bem semelhante

a este trabalho, utilizando Bacillus polymyxa com pH 5,5 para producao de acetoina.
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5 CONCLUSAO

As principais conclusdes obtidas foram:
» Os Bacillus isolados do sedimento de mangue da Lagoa do Aragd apresentaram
potencial para producdo do bioaroma. Dentre nove espécies de Bacillus

identificadas, cinco eram produtoras de acetoina.

» O Bacillus licheniformis foi a linhagem que apresentou melhor resultado em

percentual de conversdo substrato em produto igual a 52,88%.

» A falta de ajuste foi significativa nos trés modelos (Bacillus, licheniformis,
Bacillus alvei e Bacillus polymyxa) sendo necessario pesquisas futuras com

ampliacdo de faixas do pH, concentragao de melaco e agitacao.

» Uma condicdo que influenciou bastante na producdo de acetoina foi a agitacdo no
processo, evidenciando que as bactérias deste género dido preferéncia por rotas

bioquimicas aerobicas.

» A interagdo entre a agitacdo e pH teve influéncia significativa, ou seja favorece a

conversao do substrato em acetoina pelas trés linhagens.

» A concentragao de melaco influenciou apenas os Bacillus licheniformis e Bacillus

alvei.

» O hidrolisado de melago pode ser uma alternativa para producdo do bioaroma

acetoina, porém esta producdo pode ser melhorada através de uma otimizacao.
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6 SUGESTOES

v' Estudar a produgdo de acetoina pelos Bacillus coagulans ja que ndo foi

encontrado nenhum relato na literatura.

v Realizar uma otimizag¢do da produgdo de acetoina pelos Bacillus estudados neste
trabalho, através um delineamento composto central rotacional (DCCR) a fim de

obter melhores resultados em relacdo a Yp/s € 0 modelo gerado.

v Realizar um estudo cinético com o Bacillus alvei em pH 8,5.
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Anexo A- Curva de Calibragdo para determinacao de glicose

o o o
ES [0 <)

Absorbancia
o o
N w

o
=

Curva de calibragao para determinagao
de glicose (Absorbancia 540nm)

y=0,313x - 0,012
R2=0,999

o

0 0,5 1 1,5 2

Concentracio (g/L)

Anexo B- Curva de Calibracao para determinacdo de acetoina
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Anexo C- Resultados obtidos na cinética

71

Tempo (h) | Produto final (g.L ") | Substrato inicial (g.L") | Substrato final (g.L™"

0 0 51,05 51,0523

24 7,907968 51,05 36,43973

48 9,395619 51,05 36,28029

72 11,95141 51,05 26,31537

96 15,72403 51,05 31,65657
120 15,97437 51,05 25,83705
144 16,11419 51,05 23,44547
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