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RESUMO

Ao longo dos anos e de inimeras pesquisas na area biotecnoldgica os biossurfactantes
comecaram a ser sintetizados por uma gama de microrganismos que, atuando sobre uma
fonte de carbono, e auxiliado por uma fonte de nitrogénio e minerais, produzem compostos
com caracteristicas superiores quando comparados aos surfactantes. O uso destes tem sido
ampliado, porém o custo produtivo dos biossurfactantes ainda é alto quando comparado aos
surfactantes sintéticos. Nesse sentido, pesquisas que contribuam para a melhoria do
bioprocesso de producdo dos biosurfactantes se fazem necessarias. Neste trabalho, as
ferramentas quimiométricas de planejamento experimental multivariado foram de fundamental
importancia para acelerar e otimizar as condi¢gbes experimentais. O planejamento Doehlert
auxiliou na otimizacdo do tipo do &cido e suas melhores condi¢cdes experimentais para a
hidrélise do melago de cana-de-agucar. Os resultados apontaram que o acido sulftrico 10%
com um tempo de reacdo de 60 minutos proporciona um aumento na concentracdo de
acucares redutores. A etapa de clarificacdo do melaco hidrolisado (MH) foi otimizada através
de planejamento fatorial 22. Os clareamentos utilizando subacetato de chumbo e ultrafiltracéo
foram considerados na etapa de produgdo do biosurfactante. Ao longo do bioprocesso
observou-se a formacdo crescente do biosurfactante e uma redugdo na quantidade de
acucares redutores disponiveis. Uma avaliacdo estatistica mostrou diferenga significativa no
inicio do bioprocesso realizado a partir do MH clarificado com subacetato de chumbo e a partir
do MH clarificado por ultrafiltragéo. Entretanto, a diferenca ndo é estatisticamente significativa,
no nivel de 99%, ao final da bioreagdo. A PCA, aplicada com a fusdo dos dados de
espectroscopia NIR e resultados laboratoriais para biomassa, produto, proteina e acgucar
redutor, ao longo da bioreacdo, permitiu explorar de forma mais objetiva o bioprocesso. Foi
possivel inferir sobre a formacao de biosurfactante até o tempo de 108 horas de bioreacéo
guando ocorre uma estabilizacdo no bioprocesso. Além disso, até o tempo de 60 horas de
bioreacao as variaveis que apresentam maior influéncia no bioprocesso sdo o agucar redutor
e as absorc¢des na regido do NIR correspondente ao segundo overtone das ligagbes CH, CHo,
CHs e ArOH entre 1200 — 1400 nm e, ao primeiro overtone da ligagdo ArCH em torno de 1600
nm. Apds 72 horas de bioprocesso as varidveis que mais influenciam a bioreacéo sdo a
biomassa e o produto. Tais variaveis estéo correlacionadas com as regides do NIR entre 900
-1100 nm (absorcao do terceiro overtone das ligagdes CH, CH,, CHs, ArOH, ROH, H,O, RNH:
e ArCH) e 1400 -1500 nm (absor¢cBes do segundo overtone das ligacdes CH, CH;, CHs,
CONHR, ArOH, ROH, H>O, RNH; e CONH;). O borbulhamento realizado em 3 etapas
aumentou a concentragdo de produto e apresentou diferenca estatistica significativa, no nivel
de 95%, no teste de Tukey.

Palavras-chave: Biosurfactante, melaco de cana-de-acUcar, hidrélise acida, planejamento

experimental, NIR, PCA.



ABSTRACT

Over the years and numerous researches in the biotechnology area biosurfactants
began to be synthesized by a range of microorganisms that, acting on a carbon source, and
aided by a source of nitrogen and minerals, produce compounds with superior characteristics
when compared to synthetic surfactants. Its uses have been expanded, but the production cost
of biosurfactants is still high when compared to synthetic surfactants. In this sense, research
that contributes to the improvement of bioprocess production of biosurfactants is necessary.
In this work, the chemometric tools of multivariate experimental design were of fundamental
importance to optimize the experimental conditions. The Doehlert experimental design
contributed in the optimization of the acid type and its experimental conditions for the hydrolysis
of sugarcane molasses. The results indicated that 10% sulfuric acid with a reaction time of 60
minutes provides an increase in the concentration of reducing sugars. The clarification step of
hydrolyzed molasses (MH) was optimized through factorial design 22. Clarification using lead
subacetate and ultrafiltration were considered in the biosurfactant production stage.
Throughout the bioprocess the growing formation of the biosurfactant and a reduction in the
amount of reducing sugars were observed. A statistical evaluation showed a significant
difference at the beginning of the bioprocess made from MH clarified with lead subacetate and
from MH clarified by ultrafiltration. However, the difference is not statistically significant, at the
99% level, at the end of the bioreaction. PCA, applied to data fusion of NIR spectroscopy and
laboratory results for biomass, product, protein and reducing sugar, allowed to explore the
bioprocess in a more objective way. It was possible to infer about the formation of biosurfactant
until the time of 108 hours of bioreaction when a stabilization occurs in the bioprocess.
Moreover, until 60 hours of bioreaction, the variables that have the significant influence on the
bioprocess are the reducing sugar and absorptions in the NIR region corresponding to the
second overtone of the CH, CH», CHs, and ArOH between 1200-1400 nm, and to the first
overtone of the ArCH around 1600 nm. After 72 hours of bioprocess, the variables that most
influence bioreaction are biomass and the product. These variables are correlated with NIR
regions between 900-1100 nm (absorption of the third overtone of CH, CH,, CHs, ArOH, ROH,
H.O, RNH; and ArCH) and 1400-1500 nm (absorptions of the second overtone of CH bonds
CH2, CHs, CONHR, ArOH, ROH, H>O, RNH; and CONH). The bubbling performed in 3 steps
increased the product concentration and presented a statistically significant difference, at the

95% level, in the Tukey test.

Keywords: Biosurfactant, sugarcane molasses, acid hydrolysis, experimental design,
NIR, PCA.
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1.1. INTRODUCAO GERAL

Surfactantes séo agentes redutores da tenséo superficial entre duas fases distintas
guanto a sua polaridade. Estes agentes tem a propriedade de se incorporar na
interface de uma mistura heterogénea e, por possuirem carater anfifilico, tende a
formar micelas, reduzindo assim a atividade repulsiva com o agente dissolvente. Tais
compostos podem ser polimeros, compostos de cadeia longa e complexa, ou
substancias similares ao sabao, que sdo moléculas pequenas e anfifilicas com uma
parte hidrofébica, constituida por uma cadeia alifatica, e uma parte hidrofilica, que
pode ser constituida por uma grande variedade de constituintes, como carboidratos e
algumas proteinas. Com tais caracteristicas, o surfactante € potencialmente utilizado
como agente emulsificante, reduzindo a tensdo superficial, acrescentando aos
liguidos imisciveis uma maior solubilidade, mobilidade, biodisponibilidade e,
consequentemente, uma degradacao da parte hidrofébica ou insolGvel de compostos
organicos (DAMODARAN; PARKIN; OWEN, 2010).

Desde 1921 os surfactantes sao utilizados em produtos alimenticios, contudo seu
uso somente se intensificou apds a ampliacao da escala na producéo destes, obtendo-
se uma maior pureza e reduzindo-se a sua toxicidade. Algumas industrias verificaram
uma melhora na qualidade de seus produtos ou nas caracteristicas marcantes destes,
por exemplo em panificagdo, onde verificou-se que seu uso proporcionava ao pao um
interior macio. Nas industrias produtoras de margarina a adicdo de surfactantes
proporcionou uma melhora significativa na emulsdo e um produto mais consistente.
No tratamento de efluentes, os surfactantes atuam como agente de separacao de
fases liquida e sélida (YOUSSEF et al., 2004; KROG, 1981).

Os surfactantes sdo obtidos, em sua maioria, pela derivatizacado do petréleo,
contudo, ao longo dos anos e de inUmeras pesquisas na area biotecnoldgica, iniciou-
se a producdo dos biossurfactantes, que podem ser sintetizados por uma série de
microrganismos que atuando sobre uma fonte de carbono e, auxiliado por uma fonte
de nitrogénio e minerais, produzem compostos com caracteristicas idénticas e até
melhores quando comparados aos surfactantes (DAMODARAN, PARKIN, FENNEMA,
2010; JOSHI et al., 2008). Deste modo houve um aumento expressivo no interesse
pelos biossurfactantes de origem microbioldgica, que possuem como caracteristicas
como a biodegradabilidade e baixa toxicidade (ARAUJO; FREIRE; NITSCHKE, 2013).



14

Diante do amplo uso dos surfactantes na industria alimenticia e das
caracteristicas notadas nos biossurfactantes, evidenciou-se que o0 uso dos
biossurfactantes pode ser potencializado na area alimenticia. Entretanto, o custo para
a producdo de biosurfactantes, nas condi¢des ideais, torna-se o principal obstaculo. A
aquisicdo de uma fonte de carboidrato, nitrogénio e minerais sintéticos quando
submetidos as condicdes ideais de pH, temperatura e pressédo tornam-se de alto
custo. O microrganismo também é de fundamental importancia, principalmente ante a
agentes contaminantes e interferentes que possam afetar o bioprocesso, como o ferro,
aluminio e o chumbo. Outro fator importante € a purificacdo do biosurfactante obtido,
utilizando solventes para a separacdo deste do meio liquido. Todos esses fatores
inviabilizam o processo, do ponto de vista econdmico, devido ao seu alto custo para
as industrias, que buscam a melhor caracteristica dos seus produtos alinhado a
reducao dos custos de processamento e matérias-primas (MAKKAR, R.; CAMEOTRA,
2002; YOUSSEF et al., 2004).

Com uma produtividade de biossurfactante, ao longo dos inumeros estudos
realizados até o momento, 0 bioprocesso necessita de novas pesquisas a fim de
determinar suas melhores condicfes para que ocorra uma alta produtividade e,
consequentemente, maior rendimento. Contudo o bioprocesso s6 pode acontecer nas
condi¢cbes ideais, conforme citado anteriormente, obedecendo tanto a legislacéo
vigente, quanto as condi¢des ideais para o microrganismo (ABOUSEOUD; AMRANE,
2008; JOSHI et al., 2008).

Estudos realizados com o melaco da cana-de-acucar, residuo rico em acglcares
proveniente das usinas agucareiras, apontaram que seu uso alinhado a uma fonte de
nitrogénio torna-se um potencial substrato para o bioprocesso, assim reduzindo o
custo produtivo para a obtencao dos biossurfactantes (JOSHI et al., 2008). Entretanto,
0 uso do melaco necessita de alguns procedimentos antes da bioreacdo, como
indicado pela CNNPA (Comissao Nacional de Normas e Padrdes para Alimentos) n®
12/78 da ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria). Para a utilizacdo do
melago como substrato em processos fermentativos este deve passar por um pre-
tratamento afim de remover interferentes que possam afetar tanto o bioprocesso
guanto estarem presentes no produto da reacdo, tal processo € chamado de
clareamento ou clarificacdo (ANVISA, 1978). Aléem deste pré-tratamento alguns casos
especificos requerem que o acucar presente no substrato, normalmente dissacarideos

ou polissacarideos, sejam hidrolisados em acucares mais simples (como o0s
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monossacarideos) devido a incapacidade de alguns microrganismos em metabolizar
acucares mais complexos para producdo do biossurfactante. Ainda, quando
determinados microrganismos utilizam um aclUcar mais simples as taxas produtivas
séo amplificadas significativamente (MAKKAR; CAMEOTRA, 1997).

Diante da variedade de microrganismos e produtos obtidos pela bioreacdo
destes com uma fonte nutricional favoravel, tem-se também uma vasta aplicacao.
Destaque, por exemplo, na inddstria alimenticia aumento da maciez no interior do pao,
melhora significativa da emulsédo produzindo um produto mais consistente (KROG,
1981; YOUSSEF et al., 2004); Na indastria de cosméticos: reducdo dos impactos
ambientais causados pelo descarte residual (MORAIS; ANGELIS, 2012); Na industria
farmacéutica: inibicdo da formacdo de coagulos, atividade anti-microbiolégica e
antitumoral (NITSCHKE; PASTORE, 2002).

Bacillus subtilis, tem se destacado, visto que o biossurfactante por ele produzido
possui propriedades tensoativas, como a surfactina (NITSCHKE; PASTORE, 2006)
Com o emprego desse microrganismo, apds a bioreacdo, o biossurfactante fica
solubilizado na fase aquosa, necessitando assim de um agente de separacgéo
especifico. Alguns estudos demonstram que o uso de bolhas de ar aumenta a
concentracdo destes agentes nas superficies, aumentando, consequentemente, a
produtividade do processo. Outros estudos indicaram que o uso de um alcool, como
0 metanol ou o etanol, alinhado a baixa temperatura realizam tal procedimento com
eficacia (KATSURAGI; TANI, 1997; ALVES; SANTANA; SOARES, 2013).

Diante do exposto, torna-se interessante e importante um estudo para otimizar o
processo de obtencdo e purificacdo de biossurfactante utilizando Bacillus subtilis
ATCC 9372 a partir do melaco da cana-de-acUcar. Nesse sentido, métodos
guimiométricos de otimizacao multivariada podem colaborar extensamente nas etapas
prévias a geracao propriamente dita do biosurfactante. Da mesma forma, métodos de
reconhecimento de padréo n&do supervisionado podem auxiliar a avaliagcdo dos
resultados nas etapas de caracterizacdo e purificacdo do biossurfactante que sera
produzido (FERREIRA et al., 2004; FERREIRA, 2015).

1.2. OBJETIVOS

1.2.1. OBJETIVO GERAL
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Otimizar as condi¢bes do bioprocesso utilizando Bacillus subtilis ATCC 9372
como biocatalisador e 0 melaco de cana-de-acucar como fonte de carbono, a fim de
obter através da técnica de borbulhamento combinado a purificagdo etandlica, um
biossurfactante com alto grau de pureza.

1.2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Otimizar as condi¢cdes para a realizacdo da hidrélise do melaco de cana-de-

acucar através de planejamento experimental;

o Otimizar as condi¢des do preparo do substrato a partir do melaco de cana-de-

acucar empregando planejamento experimental,
o Obter o biossurfactante através da fermentacao em erlenmayers;

o Acompanhar do processo fermentativo através de métodos convencionais e
espectroscopia na regiao do infravermelho préximo (NIR) e Analise de Componentes
Principais (PCA);

. Purificar o biossurfactante obtido utilizando a técnica do borbulhamento

alinhado a purificagéo etandlica;

o Avaliar a efetividade do processo de borbulhamento afim de obter a melhor

metodologia, com o auxilio de técnicas estatisticas;

1.3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Com o aumento da demanda de mercado e a crescente busca de produtos que
sejam saudaveis e naturais, 0 ramo de molhos, maioneses, margarinas e produtos
derivados de 6leo fizeram uma grande investida na procura de componentes naturais
gue possam oferecer caracteristicas idénticas aos produtos sintéticos, com melhores
informacgdes nutricionais e caracteristicas que agradem o consumidor (MOSCON et
al., 2010; PAULA et al., 2004; STAHL, 2015).

Atualmente existem uma infinidade de compostos capazes de unir duas fases
com polaridades distintas e formar, de modo simplificado e estavel, uma nova fase
chamada emulsdo. Uma emulsao consiste na unido de uma fase polar a uma apolar,
gerando caracteristicas mais adequadas, como alteracdo de textura, cor, opacidade e
sabor (DANVIRIYAKUL et al., 2002; TCHOLAKOVA; DENKOV; LIPS, 2008). As
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emulsdes sdo de extrema importancia para as industrias do ramo alimenticio, pois
possibilitam gerar produtos com uma maior estabilidade e com um maior tempo de
vida de prateleira (ROSSI et al., 2006; TCHOLAKOVA; DENKOV; LIPS, 2008).

1.3.1. CLASSIFICACAO

Muitos autores classificam os emulsificantes quanto a sua distribuicdo de fases
e da carga presente quando sado dissociados em agua. A distribuicdo de fases é
definida quanto as fases dispersas e dispersantes de uma emulsdo. Quando a fase
dispersa é de caréter lipofilico tem-se uma emulsdo 6leo em agua (O/A) e quando a
fase dispersa € de carater hidrofilico tem-se uma emulsdo 4gua em dleo (A/O),
conforme a figura 1 (BINKS, 2002).

Figura 1 — Esquema representativo de uma emulsdo

Ar ou 6leo

Arou dleo ﬁ
Agua

Agua

Fonte: Adaptado de Binks (2002).

Nota: A esquerda o esquema representativo de emulsdo com um agente intermediador ar/6leo em agua
(O/W); & direita temos o esquema representativo de emulsdo com um agente intermediador 4gua em
ar/6leo (W/O).

Quanto a classificacdo por cargas tem-se dois grupos:
- Emulsificantes i6nicos: sao responsaveis por estabilizarem emulsées tipo O/W, onde
0s grupos apolares do emulsificante interagem com as goticulas de 6leo enquanto os
grupamentos carregados positivamente se projetam para a fase aquosa evitando que
outros globulos de 6leo interajam com o composto (SOBRINHO, 2007);
- Emulsificantes nao idnicos: sédo orientados na superficie das goticulas do 6leo com
a porcéao polar projetada para a fase aquosa (BUENO, 2008).

Dentre os inumeros tipos de emulsificantes disponiveis no mercado, vale

destacar os mais utilizados comercialmente em alimentos:
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- Lecitina: mistura complexa que contém aproximadamente 65-75% de fosfolipidios e
triglicerideos, obtida a partir de uma purificacdo do extrato da soja e, com a capacidade
de emulsionar duas fases distintas e mater constantes suas propriedades ao longo do
tempo. Amplamente utilizada na inddstria alimenticia com custo reduzido, seu uso vem
sendo amplificado em ragcBes animais e também na agropecuaria. Contudo, a lecitina,
caso nao seja de alto grau de pureza, acarretara grandes modificacées na estrutura e
sabor do alimento, descaracterizando o produto e suas fun¢des nutricionais (CALVO
et al., 2011; CASTEJON, 2010; FOROUZANFAR et al., 2010; SCHOLFIELD, 1981);
- Esteres: Uma infinidade de ésteres vem sendo produzidos ao longo dos anos afim
de fazer frente a grande demanda da lecitina comercial. Por ndo serem estaveis ao
longo da reacéo de esterificacdo, os ésteres sdo pouco difundidos e, em sua maioria,
nao permitidos pela FDA (Food and Drug Administration). Um tipo de éster permitido
pela FDA é o monoéster de propilenoglicol, obtido na esterificacdo de poliglicerdis com
acidos graxos ou interesterificacdo com triglicerideos. Como o pH e a temperatura
reacional devem ser controladas, devido a formacédo de compostos indesejaveis, o
seu uso fica restrito, pois tal pode causar modificagdes indesejaveis, principalmente
em alimentos (JAGER, 2008; MONTEIRO et al., 2004; SCHAFFAZICK et al., 2003;
STAHL, 2015);

- Surfactantes: Sdo moléculas que agem na interface de uma mistura imiscivel
(liquido-liquido ou ar-liquido), reduzindo a tenséo entre as superficies e ocasionando
a emulséo entre as fases. Podem ser obtidos por via sintética ou biossintetizados,
sendo que pela segunda rota € possivel obter um produto biodegradavel e com
resultados significativamente melhores quanto a estabilidade da emulsdo e a
aplicabilidade em alimentos, como em paes e margarinas, e também no tratamento
de efluentes (ARAUJO; FREIRE; NITSCHKE, 2013; BINKS, 2002; DESAI; BANAT,
1997; HOMMA; ARIMOTO; MISATO, 1981).

Diante da intensa pesquisa afim de substituir a lecitina (e outros produtos
comerciais) para obter produtos com melhores caracteristicas, os surfactantes vem
ganhando espaco devido as suas propriedades e formas de obtencédo, fornecendo
melhores resultados tanto na aplicagdo quanto na aceitacdo sensorial (ARAUJO;
FREIRE; NITSCHKE, 2013; DESAI; BANAT, 1997).

Assim como os emulsificantes, os surfactantes séao classificados quanto ao seu
arranjo hidrdfilo e caracteristicas da sua estrutura hidrofébica. A classificagcdo quanto

ao arranjo hidrofilo é verificada quando o surfactante € submetido a um sistema



19

aquoso, sendo assim possivel avaliar a solubilidade da parte polar quando ocorre a
dissociacao da molécula, conforme descrita pela figura 2, e classificada como:

- Anibnico: O hidrdfilo é carregado negativamente, como os grupos carboxil, sulfonato,
sulfato ou o fosfato;

- Catidnico: O hidrofilo é carregado positivamente, como os halogenetos;

- Nao-Iénico: O hidrdfilo ndo possui carga, como os polioxietilenos e aglcares;

- Anfétero: O hidréfilo contém, ou pode conter, tanto uma carga negativa quanto uma

carga positiva, como as sulfobetainas (MYERS, 2014).

Figura 2 - Esquema demonstrativo quanto a dissociacdo da molécula surfactante.

CABEGA HIDROFILICA CAUDA HIDROFOBICA

e e T e e

Tensoativo n&o idnico

- BaTa Tra e e

Tensoativo aniénico

SR

Tensoativo catidnico

=« 0 I T

Tensoativo anfotero

Fonte: Adaptado de Myers (2014).

Quanto as caracteristicas de sua estrutura hidrofébica, avalia-se o surfactante
guanto ao tamanho de sua cadeia:
- Grupos alquil de cadeia linear longa;
- Grupo alquil de cadeia ramificada;
- Grupo alquenil ndo saturado;
- Alquilbenzeno;
- Alquilnaftaleno;
- Grupos fluoroalquil;
- Polidimetilsiloxanos;
- Derivados de polioxipropilenoglicol;
- Biossurfactantes (MYERS, 2014).
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1.3.2. BIOSSURFACTANTES

Os biossurfactantes comecaram a receber atencdo devido a possibilidade de
sua obtencédo através de uma fonte renovavel, possuindo um grande potencial para
uso em farmacos, na industria alimenticia e na industria petroquimica, dentre outras.
Podem ser produzidos e purificados a partir de microrganismos, podendo apresentar
estrutura variavel, porem com mesmo carater anfifilico dos demais surfactantes,
estando sujeito aos nutrientes no qual foram submetidos durante a fermentacéo. Desta
forma, o estudo para producdo de um biosurfactante € complexo e minucioso
(ARAUJO; FREIRE; NITSCHKE, 2013; KATSURAGI; TANI, 1997; MARIM, 2014).

Dentre os varios fatores que afetam a producédo de um biosurfactante, o que
mais se destaca € o custo produtivo quando comparado aos demais tipos de
surfactantes. Entretanto, para que a producao seja mais rapida e eficiente, diferentes
fatores devem ser levados em consideragéo:

- O controle dos fendmenos superficiais e interfaciais do biossurfactante;
- As propriedades estruturais e o controle de suas reacoes;
- As propriedades fisicas e quimicas (MYERS, 2014).
Com isso outros fatores distinguem os biossurfactantes dos demais surfactantes,
como:
- A compatibilidade quimica ou biol6gica ao sistema a ser empregado;
- A baixa toxicidade;
- A ausencia de reacdes alergénicas quanto ao seu uso em humanos;
- O baixo impacto ambiental,
- A aceitagdo publica: “natural” versus “sintético’(MYERS, 2014).

Os biossurfactantes vem sendo mundialmente utilizados e produzidos de modo
a garantir a seguranca tanto alimenticia quanto ambiental, revolucionando a forma de
tratamento de efluentes e também a quantidade de material necessario para a
formacdo de emulsBes mais estaveis e com um maior grau de pureza (BARROS;
PASTORE; QUADROS, 2008; BERTON; GENOT; ROPERS, 2011).

1.3.3. OBTENCAO DOS BIOSSURFACTANTES

A obtencdo dos biossurfactantes ocorre através da bioreagdo de um

microrganismo sobre uma fonte de carbono com a adi¢do de macro e micronutrientes,
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sob condicOes especificas de cada agente produtor, conforme descrito na figura 3.
Condicdes como pH, temperatura, concentracdo de sais e aeracdo sao fatores que
merecem atenc¢édo na producdo do biosurfactante (ABOUSEOUD; AMRANE, 2008;
BARROS; PASTORE; QUADROS, 2008; DESAI; BANAT, 1997; JOSHI et al., 2008;
KATSURAGI; TANI, 1997; MAKKAR; CAMEOTRA, 1997).

Figura 3 - Esquema ilustrativo do bioprocesso e seus agentes produtores e produtos.

T
Fonte de
carbono
Fonte de Microrganismo [ Biosurfactante
nitrogénio — >
Tempo de L Subprodutos
Micronutrientes fermentac4o
essenciais

PR

Fonte: Adaptado de Makkar e Cameotra (1997).

Os microrganismos podem atuam sobre as fontes de carbono, nitrogénio e
micronutrientes essenciais para a producdo de biossurfactantes com estruturas
distintas, mas com funcdes similares (ABOUSEOUD; AMRANE, 2008; BUENO, 2008;
PIROLLO, 2006). Com isso alguns microrganismos vém sendo amplamente
estudados quanto a sua producdo atuando em fontes disponibilizadoras de nutrientes

essenciais, como carbono e nitrgénio, conforme descrito na tabela 1.
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Tabela 1 - Microrganismos produtores e biosurfactantes produzidos por eles.

Microrganismo Biosurfactante produzido

Bacillus sp. Surfactina, Subtilisina
Acinetobacter sp. Fosfolipidios, Alasan, Emulsan, Biodispersan
Rhodococcus sp. Micolatos de trealose, Esteres de trealose,

Corynebacterium sp. Micolados de mono-di e trisscaridios, Fosfolipideos

Pseudomonas sp. Lipopeptidios

Candida sp. Soforolipidios, Liposan

Serratia sp. Ramnolipidios, Serrawetina

Fonte: Adaptado de Araujo; Freire; Nitschke (2013); Colla; Hemkemeier; Gil (2012); Marim (2014).

Apesar das possibilidades e aplicacdes possiveis de um biosurfactante sua
producdo ainda necessita de muitos estudos dado o seu alto custo e dificuldade
produtiva. O custo para manutencao do bioprocesso ou as condi¢cdes para que isto
aconteca ndo sado favorecidas, seja por falta de pesquisas ou pelo ndo interesse
comercial (NITSCHKE; PASTORE, 2002; SOBRINHO, 2007). Vale salientar algumas
condi¢cdes que desfavorecem a producéo dos biossurfactantes:

- O meio de cultura sintético ideal utilizado ser de custo elevado;

- Os nutrientes necessarios para a producdo do biossurfactante possuirem um custo
excedente;

- A recuperagcdo e purificagdo do biossurfactante ser dificultada, sendo assim
necessario o uso de substancias ou metodologias alternativas (BARROS; PASTORE;
QUADROS, 2008; MOSCON et al., 2010; NITSCHKE; PASTORE, 2006; NITSCHKE;
PASTORE, 2002; VALDUGA et al., 2007).

Como solugdo para o meio de cultura sintético uma elevada quantidade de
residuos industriais vem sendo empregada como fonte nutritiva para que o0s
microrganismos possam agir e assim produzir o biosurfactante. Dentre os varios meios
de cultura sendo utilizados alguns se destacam pela disponibilidade de nutrientes e
melhor adaptacdo de mcrorganismos quando submetidos a fermentacédo. Séo eles:

e Efluentes do processamento de batatas: liquido de cor marrom limpido rico em
amido, acucares, nitrogénio e minerais. Algumas espécies de microrganismos,
como Bacillus sp. e Rhodococcus sp., sdo capazes de degrader e ter uma alta
producéo de biosurfactantes (MAKKAR; CAMEOTRA, 1997; MENESES, 2016);

e Manipueira: liquido de cor amarelada apdés a prensagem da mandioca na

producdo de farinha. Rico em acgucares e sais minerais, que Sd0 essenciais
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para rotas biotecnoldgicas envolvendo microrganismos como Acinetobacter sp.

e Bacillus sp, que sao capazes de produzir biosurfactantes (BUENO, 2008);

e Soro de queijo: subproduto obtido apés a prensagem de produtos oriundos do
leite, como o queijo. Residuo rico em lactose, proteinas, acidos organicos e
vitaminas, componentes essenciais para a acdo de algumas espécies de
Bacillus (CARVALHO et al., 2008);

e Melaco da cana-de-acucar: O melaco da cana-de-acUcar proveniente da usina
de acucar e alcool vem sendo amplamente estudado devido as suas
caracteristicas que s&o similares as do meio sintético, favorecendo as
condi¢Bes ideais de nutrientes ao bioprocesso (MARIM, 2014; PAULA et al.,
2004; VALDUGA et al., 2007).

1.3.4. MELACO

Dentre 0s meios alternativos, varios autores descrevem que o melago € o mais
empregado devido as condicdes nutricionais essenciais para a maioria dos
microrganismos e tambem ser de facil utilizacdo e que, ao esterilizar, ndo perde seus
nutrientes e mantem suas caracteristicas até o fim das bioreacdes (HAULY;
OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2003; MARIM, 2014; VALDUGA et al., 2007).

O melaco € obtido ap6s a cristalizagdo do mel, dentro do processo produtivo de
uma industria sucroalcooleira, podendo ser enviado para a producao de alcool apds
alguns pré-processamentos, tal processo esta descrito na figura 4 (RODRIGUES,
2011).
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Figura 4 - Esquema produtivo de uma usina sucroalcooleira.

lavagem e
esmagamento cristalizaciio moagem

acticar agucar
aristalimado refinado
clarificacio .
i vinhag

destiicio

fermentacio

1.acido sulfirico

alcool
hidratado
2. centrifugaciio

antibioticos 3. calagem destilacao
am6tropo62 °C

4
levedura

Fonte: Adaptado de Rodrigues (2011).

O melaco da cana-de-acUcar tem inUmeras substancias presentes que podem
afetar o bioprocesso, conforme descrito na tabela 2. Além disso, alguns
microrganismos ndo sao capazes de degradar/metabolizar o aclUcar na forma de
sacarose, necessitando assim de uma reacdo capaz de transforma-los em sua forma
de agucares redutores, glicose/frutose (VALDUGA et al., 2007). Como solucédo para
isso faz-se necessario hidrolisar o melago, que pode ser acida ou enzimatica. A via
enziméatica, além de necessitar de condi¢des especificas de pH e temperatura, possui
um custo elevado e produz resultados iguais ou inferiores a via acida. Deste modo a
via acida faz-se mais viavel, do ponto de vista econémico (HAULY; OLIVEIRA,
OLIVEIRA, 2003; PAULA et al., 2004; SAXENA; ADHIKARI; GOYAL, 2009).

Tabela 2 - Composi¢éo centesimal do melaco de cana-de-agucar.

Composicéo Concentracéo (g%)
Nitrogénio 0,58 p/v
Fésforo 0,015 p/v
Potassio 1,63 p/v
Umidade 9,1 p/v
Cinzas 9,98 p/p
Glicidio redutores em glicose 14,72 plp
Glicidio ndo redutores em sacarose 33,78 p/p

Fonte: Adaptado de Feltrin e colaboradores (2000).
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1.3.5. HIDROLISE DO MELACO

A hidrélise &cida produz uma reacédo exotérmica, agindo sobre a sacarose e
produzindo glicose/frutose. Tal procedimento é amplamente utilizado tanto em
indUstrias como na pesquisa, com resultados expressivos quanto a formacdo dos
acucares redutores (FERREIRA et al., 2013; VALDUGA et al., 2007). Alguns acidos
como H2S04, HCI e H3PO4 vem sendo empregados demostrando grande eficacia na
hidrolise em diversos meios (HAULY; OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2003; JUNIOR, 2012;
VALDUGA et al., 2007).

Apbs a hidrdlise, a legislacao brasileira exige que, para utilizacdo do melago em
um processo fermentativo, uma remoc¢ao de substancias que possam ser toxicas ao
ser humano, como as melanoidinas que sao oriundas do processamento na usina
sucroalcooleira, deve ser realizada, conforme a CNNPA (Comissdo Nacional de
Normas e Padrdes para Alimentos) n° 12/78 da ANVISA. Segundo tal norma, o melago
€ definido como liquido residual de industria de agucar cristalizado com coloragéo
escura que, para ser utilizado como meio fermentativo, deve ser clarificado, para que
nao haja interferentes diretos que possam afetar o bioprocesso (ANVISA, 1978;
VALDUGA et al., 2007).

1.3.6. CLAREAMENTO DO MELACO

O clareamento do substrato consiste em remover substancias que causam 0
escurecimento e turbidez do meio, como por exemplo cinzas, metais, subprodutos
reacionais e corantes naturais. Deste modo a industria vem utilizando alguns métodos
tradicionais e outros mais avancados. Um dos métodos utilizados laboratorialmente
gue gera uma eficacia significativa € o uso do sub-acetato de chumbo Il, ou sal de
Horne (sub-acetato de chumbo) (CAROCODEL et al., 2010). Como o uso de
reagentes que contenham chumbo é inviavel na industria alimenticia, apds a
clarificagdo usando o sub-acetato de chumbo, deve-se realizar a remocgao deste do
meio reacional. Industrialmente o sub-acetato € utilizado em meétodos analiticos,
apresentando um 6timo resultado na clarificacdo. Alguns trabalhos descreveram seu
uso variando a quantidade a ser adicionada e o tempo a qual o sistema € agitado
(CAROCODEL et al., 2010).
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Outro método utilizado para a clarificacdo e remocao de substancias indesejadas
de meios ricos em acUcares sao a microfiltracdo e a ultrafiltracdo. A microfiltracédo
retém particulas com tamanhos superiores a 0,05 um e € amplamente utilizada no
ramo alimenticio, como na clarificacdo de sucos. A ultrafiltracdo retém particulas com
tamanhos superiores e € usada, principalmente, em tratamento de efluentes onde
possibilita uma retencdo molecular de até 0,001 um (FAPPI, 2015; PAULA et al.,
2002).

Contudo muitos trabalhos descreveram a inviabilidade da micro e ultrafiltracédo
perante uma matriz muito complexa, onde pode ocorrer a retencdo de compostos que
sdo desejaveis ao produto ou processo. O filtro que retém as substancias que ndo sao
desejaveis, pode atuar mediante uma reducdo ou aumento de pressdo, sob
determinado pH e temperatura, alternando assim a sua permeabilidade e, em casos
extremos de pressao, temperatura e pH, um rompimento do filtro ou alargamento das
redes estruturais pode ser observado. Com isso ao se fixar a temperatura e o pH do
meio a ser utilizado, temos como variaveis independentes a pressao exercida sobre o
filtro e o tipo de filtro utilizado, que & comercialmente utilizada a permeabilidade
hidraulica para classifica-los (DACANAL; BEAL, 2010; DEY et al.,, 2004; JUDD;
HILLIS, 2001).

1.3.7. FONTE PROTEICA

Na bioreacao, além de uma fonte carbbnica, faz-se necessario a adicdo de uma
fonte proteica, que disponibilize o nitrogénio para que o microrganismo, fixador de
nitrogénio, possa completar seu ciclo energético e assim produzir o biossurfactante
desejado (NITSCHKE; PASTORE, 2006; PIGGOT; HILBERT, 2004). Muitos trabalhos
utilizam duas fontes nitrogenadas comerciais de baixo custo:

- Extrato de levedura: Composto obtido do processo residual da producéo de cerveja
com alto valor proteico e com presenca de carboidratos (IKONONOU et al., 2001);
- Peptona bacteriologica: Composto obtido a partir da digestdo enzimatica da carne,
com alto valor proteico, ausente de carbonos fermentesciveis e com a presenga de
triptofano, utilizado na biossintese de proteinas (CARVALHO et al., 2008).

Diante disto, faz-se necessario um microrganismo que se adapte a este meio e

produza o biossurfactante. Assim Bacillus subtilis se encaixa perfeitamente nesse
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perfil, visto que € de facil obtencéo, baixo custo e de facil adaptacdo ao meio a qual &
submetido (FILHO; FERRO; PINHO, 2010; MARIM, 2014).

Pelo B. Subtilis ser um fixador de nitrgénio, amplamente utilizado na agricultura,
gue possui a forma de bastonete, capaz de produzir enzimas, biossurfactantes e
outros compostos em menor escala. Este utiliza o acucar redutor e o nitrogénio
disponivel, alinhados a um ajuste de pH, temperatura e aeracdo, para formar o
biossurfactante em maior escala, e outros compostos em menor escala, fazendo
assim necessario uma purificacdo do meio reacional para remover as células e os
subprodutos oriundos de tal processo extra-celular (FERNANDEZ-NO et al., 2013;
JUNIOR, 2012; LIN et al., 1994).

1.3.8. A SURFACTINA

O biossurfactante, por possuir uma estrutura anfifilica, pode ser purificado por
exclusao, utilizando bolhas de ar, onde este fica aderido a superficie da bolha, ou
utilizando um solvente como o etanol ou o metanol, onde a parte menos polar faz com
gue haja uma separacdo das fases, deixando o biossurfactante precipitado, sendo
assim separado da fase aquosa por centrifugacdo e secagem (ALVES; SANTANA,
SOARES, 2013; JUNIOR, 2012; MARIM, 2014).

Dentre os biosurfactantes produzidos pelo Bacillus subtilis um vem ganhando
destaque pelas suas caracteristicas especificas, como a a¢éo bactericida, fungicida,
antiviral, antitumoral e anticoplasmatico: a surfactina, que possui a estrutura
demonstrada na figura 5 (BARROS et al.,, 2007). Em suas aplicacdes na area
alimenticia a formacéo e estabilizacdo de emulsGes € o principal motivo para um
aumento siginificativo das pesquisas voltadas a ela e, por ser um produto de baixa
toxicidade e alta biodegradabilidade, o alvo das industrias (JUNIOR, 2012).
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Figura 5 - Estrutura da principal isoforma da surfactina.
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Fonte: Adaptado de Barros e colaboradores (2007).

Uma das ferramentas que vem sendo amplamente utilizada na otimizacédo de
processos, tanto do ponto de vista académico quanto industrial é o planejamento de
experimentos. Tal ferramenta visa reduzir o numero de experimentos afim de obter
quais variaveis sdo importantes para 0 seu processo ou procedimento, e disponibilizar
um resultado otimizado, removendo o que é desprezivel e dando énfase ao que é
essencial. O planejamento de experimentos faz uma caracterizacéo das variaveis ao
longo das respostas obtidas experimentalmente, assim obtendo uma superficie de
resposta, que descreve a resposta ao longo do deslocamento das variaveis
codificadas (DEMING et al., 1988). Dessa forma, torna-se interessante e importante
0 estudo para avaliar o otimizar o processo de obtencdo e purificacdo de um
biossurfactante utilizando Bacillus subtilis e 0 melaco, a fim de obter um produto com
alto grau de pureza. Nesse sentido, 0os métodos quimiométricos tais como o
planejamento e otimizacdo de experimentos podem colaborar extensamente no
processo de obtencdo do biosurfactante (ALVES; SANTANA; SOARES, 2013;
JUNIOR, 2012; MARIM, 2014).

Deste modo, este trabalho empregou planejamento experimental para otimizar
as condi¢bes para a realizacdo da hidrdlise e clarificacdo do melaco, a fonte de
carbono. Bacillus subtilis foi empregado como biocatalizador de processo e a técnica
de borbulhamento, combinado a purificacdo etandlica, separou e purificou o
biossurfactante. A producdo do biosurfactante foi acompanhada através de
espectroscopia NIR e PCA, enquanto que as etapas de borbulhamento e purificacdo

etandlica foram avaliadas por teste estatistico adequado.



CAPITULO 2- HIDROLISE ACIDA

Os resultados deste capitulo foram submetidos para publicacdo no periédico
Chemometrics and Intelligent Laboratory Systems — Titulo do manuscrito: Considering
an alternative validation for experimental design when ANOVA is not significative: A

case study.
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2.1. MATERIAIS E METODOS

A fonte de carbono (substrato) empregada foi o melagco de cana-de-acgUcar,
cedido por empresa sucro-alcooleira em setembro de 2016.

O substrato foi preparado através de uma solucao aquosa a 10% (m/v) de melaco
em agua destilada, conforme Marim (2014).

Na literatura encontrou-se uma variedade de metodologias usando trés &cidos
na hidrélise do melaco de cana-de-acucar: HCI, H2SOs4 e H3POs4 em diferentes
concentracdes ao longo de varios intervalos de tempo. Assim faz-se necessario avaliar
a influéncia do acido utilizado e do tempo na etapa de realizacédo de hidrolise da fonte
de carbono (RIAZ et al., 2016; SIRIPONG et al., 2016). Muitos experimentos seriam
necessarios se a otimizacdo destes parametros fosse realizada de forma univariada.
Nesse sentido, o planejamento experimental permite uma otimizac&o multivariada dos
parametros tipo de &cido a ser utilizado e tempo de hidrolise (FERREIRA, et al., 2013;
RIAZ et al., 2016; SIRIPONG et al., 2016), evidenciando as variaveis mais influentes
no resultado (CUNICO et al., 2008) e reduzindo o niumero de ensaios experimentais
(DEMING et al., 1988).

A etapa de hidrolise acida foi otimizada através de um planejamento Doehlert.
Este tipo de planejamento experimental foi o escolhido pela possibilidade de avaliar
os fatores (variaveis) em diferentes niveis. Assim, de acordo com a Tabela 3, que
ilustra os fatores nos niveis codificados, realizou-se 13 experimentos. O primeiro fator
(concentracdo do acido) variou em 5 niveis (minimo 0,5 e maximo 10%), o segundo
fator (tempo) com variacdo em 7 niveis (minimo 15 minutos e maximo 60 minutos),
enquanto o terceiro fator (tipo de &cido utilizado) variou em 3 niveis (HCI, HsPO4 e
H2S04).
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Tabela 3 - Planejamento experimental Doehlert.

Experimento Conce.ntragﬁo Tempo Agido

do acido (%) (min) utilizado

1 0 0 0

2 1 0 0

3 0,5 0,8660 0

4 0,5 0,2890 0,8170

5 -1 0 0

6 -0,5 -0,8660 0

7 -0,5 -0,2890 -0,8170

8 0,5 -0,8660 0

9 0,5 -0,2890 -0,8170

10 -0,5 0,8660 0

11 0 0,5770 -0,8170

12 -0,5 0,2890 0,8170

13 0 0,5770 0,8170

Fonte: adaptado de Ferreira e colaboradores (2004).

A variavel dependente monitorada foi a concentracdo de acUcares redutores
(AR), avaliado conforme metodologia de Lane-Eynon, que consiste em adicionar 10mL
de solucéo de Fehling A (34,65 g de sulfato de cobre pentahidratado por litro de agua),
e 10 mL de solucéo de Fehling B (173 g de tartarato de sodio e potassio com 300 mL
de NaOH 40% diluidas em 1 L de 4gua), 3 gotas (3 mL) de azul de metileno e 20 mL
de &gua destilada no redutimetro (modelo Redutec Marca Tecnal). Titulou-se essa
mistura com a amostra previamente preparada na proporcdo de 1:9 amostra:agua
destilada. A reacdo observada acontece quando os monossacarideos reduzem o ion
Cu?* para Cu20 (figura 6) fazendo com que a solucéo, anteriormente azul, se torne
avermelhada e precipite, conforme figura 7. Na determinacdo da concentracdo dos
acucares redutores foi utilizado o fator de correcédo (equacdo 1) com uma amostra
contendo 0,5¢g de glicose anidra diluida em um baldo de 100mL com agua destilada.
A concentracdo de acucares redutores na amostra de interesse € obtida através da
equacao 2 (LUTZ, 2008).
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Figura 6 - Reacéo de reducdo do ion cobre para 6xido de cobre I.
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Fonte: Adaptado de Santos, Gemmer, e Oliveira (2016).

Figura 7 — llustracdo do redutimetro e a visualizacao do ponto de viragem.

Fonte: Autoria prépria

Nota: a esquerda o ion cobre com a voltagem baixa (coloragdo azulada) e a direita o 6xido de cobre |
com o aumento significativo da voltagem (coloracéo vermelha).

FC = volume em mL gastos de glicose x massa de glicose da amostra padriao (g) (1)
- volume da dilui¢do(mL)
. g FC x volume total da amostra diluida (mL) x porcentagem x diluigio
licose|(3?) = 2
[g ](L) volume gasto na titulacio (mL)x volume da amostra (mL) ( )

2.2. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para otimizar a etapa da hidrolise acida através do planejamento Doehlert, os
fatores tipo de acidos (A) foram avaliados em 3 niveis (H2SO4, H3PO4 e HCI), a
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concentracao de acido (C) foi avaliada em 5 niveis e, o fator tempo de reacao (T) em
7 niveis. O resultado de cada experimento foi avaliado através da concentracdo de
acucares redutores (y), descritas na Tabela 4. Os experimentos foram executados
randomicamente, em temperatura ambiente, em triplicata, seguido de neutralizacao

até pH 6,8 com solucdo de NaOH 5 mol L.

Tabela 4 - Matriz de experimentos do planejamento experimental Doehlert para a hidrélise acida.

Valores entre parénteses corresponde a variavel codificada.

Concentracéao
Exp Concentragéo do Tempo em Acido utilizado de aglcares
' acido (C) minutos (T) (A) redutores (AR)
em gL

1 (0) 5,25% (0) 37,5 (0) Fosférico 12,38
2 (1) 10,00% (0) 37,5 (0) Fosférico 12,35
3 (0,5) 7,62% (0,866) 60,0 (0) Fosférico 11,06
4 (0,5) 7,62% (0,289) 45,0 (0,817) Sulfarico 45,81
5 (-1) 0,5% (0)37,5 (0) Fosférico 12,37
6 (-0,5) 2,88% (-0,866) 15,0 (0) Fosférico 11,15
7 (-0,5) 2,88% (-0,289) 30,0 | (-0,8170) Cloridrico 15,13
8 (0,5) 7,62% (-0,866) 15,0 (0) Fosférico 11,29
9 (0,5) 7,62% (-0,2890) 30,0 | (-0,817) Cloridrico 29,95
10 (-0,5) 2,88% (0,866) 60,0 (0) Fosférico 13,76
11 (0) 5,25% (0,577) 52,5 (-0,817) Cloridrico 31,2
12 (-0,5) 2,88% (0,289) 45,0 (0,817) Sulfarico 31,93
13 (0) 5,25% (-0,577) 22,5 (0,817) Sulfarico 46,64

Fonte: Autoria propria.

Nota: *Média de triplicatas

Com auxilio do software Matlab versdo R2007b e do PLS-Toolbox 5.2 realizou-
se uma Regressdo Linear Mdltipla (MLR) entre a matriz de dados codificada,
considerando suas interacdes, e os valores de AR. Desta forma, os valores de

coeficientes de regressao sdo apresentados na equacao 3.

AR = 13,5400 + 0,6917C + 1,2247T + 13,54704 + 1,2991CT + 10,7277CA — 5,8220TA + 0,1600CC +
0,0233TT + 32,7986AA + 79,0652CTA 3

Existem diferentes maneiras de identificar quais efeitos (quais coeficientes de
regressao) sao ou nao importantes (FILHO, 2017). Neste caso, utilizou-se o grafico de
probabilidade (NETO; SCARMINIOS; BRUNS, 2003) em que, basicamente, cada um
dos efeitos é relacionado com areas iguais de uma curva gaussiana. Cada média das

areas calculadas é entdo relacionada com um valor de z de uma Tabela de
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probabilidades (FERREIRA, 2015). O resultado, ilustrado graficamente na figura 8,
mostra que os efeitos pequenos estdo aglomerados ao redor do zero. Estes efeitos
sdo negligenciaveis e podem ser descartados. Ja os efeitos mais importantes estdo

afastados do zero e devem ser considerados no modelo.

Figura 8- Gréfico dos efeitos versus valor de z para o planejamento Doehlert.
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Fonte: Autoria propria.

Deste modo a equagéao do modelo (Equacéo 3) pode ser reescrita descartando
os efeitos negligenciaveis que estdo proximos do zero no eixo X e, portanto,
considerando apenas os efeitos importantes (T*A, A*A e C*T*A) que estao afastados

do zero. O novo modelo é descrito pela equacéao 4.

AR = —5,8220TA + 32,7986AA + 79,0652CTA 4

O ultimo passo, apos a obtencao do modelo que descreve o sistema em estudo,
€ uma validacao, para verificar e confirmar os resultados alcancados (ENNACIRI et
al., 2014). O modelo obtido pode néo ser exatamente aquele que descreve a regido
estudada do sistema e, neste caso, ndo pode ser usado para fazer estimativas de
deslocamento e muito menos para tirar conclusdes sobre a regido ideal. Uma das
maneiras mais utilizadas para avaliar a qualidade do ajuste do modelo € usar a analise
de variancia (ANOVA) (CHRISTENSEN, 2000; TEOFILO; FERREIRA, 2006).
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Para o modelo descrito pela equacao 4 os resultados da ANOVA demonstram
falta de ajuste do modelo. Entretanto, o modelo leva a resultados satisfatorios e, entéao,
propfe-se uma validacao alternativa para destacar alguns par@metros de mérito que

viabilizam o uso do modelo.

O primeiro parametro de meérito considerado foi o erro médio quadratico da
calibracdo (RMSEC), com um resultado de 9,75, € considerado como um dos
parametros de exatiddo em modelos de calibracdo multivariada (VALDERRAMA;
BRAGA; POPPI, 2009). Outro parametro que é considerado conjuntamente com o
RMSEC na avaliacdo da exatiddo € o coeficiente de correlacdo para o ajuste entre 0s
resultados obtidos experimentalmente e os resultados obtidos através da previséo
utilizando o modelo multivariado (VALDERRAMA; BRAGA; POPPI, 2009). Neste caso,
o coeficiente de correlacdo para o modelo da equacédo 4 foi de 0,8204. Resultados
similares séo reportados na literatura para o coeficiente de correlagdo quando os
resultados experimentais sdo obtidos através de titulagdo de oxidacao-reducdo
(SANTOS et al., 2017; SANTOS et al., 2016; VALDERRAMA; BRAGA; POPPI, 2009;
VALDERRAMA; BRAGA; POPPI, 2007).

A partir do modelo de regresséo, descrito pela equacao 4, fixou-se o fator tipo de
acido (A) em cada um dos trés niveis estudados e, obteve-se os graficos de contorno
apresentados na Figura 9.

Figura 9 — Gréficos de contorno. (A) Efeito do HCI. (B) Efeito do H3POa4. (C) Efeito do H2SOa.
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Fonte: Autoria propria.

Os graficos de contorno mostram que com o acido HCI maiores quantidades de
acucares redutores podem ser obtidas quando a concentragdo do &cido aumenta e o
tempo de reacdo diminui, ou vice-versa, quando a concentra¢do do &cido diminui e o

tempo de reagdo aumenta. Com o acido fosforico observou-se pouca conversédo a
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agucares redutores na reagao de hidrolise. Para o H2SO4 a reducgdo da concentragéo
e do tempo de reacdo, ou 0 aumento da concentracdo e do tempo de reacao,
promovem uma maior quantidade de agucares redutores na hidrolise.

De posse desses resultados, os acidos cloridrico e sulfdrico foram
considerados em uma avaliacdo experimental na hidrélise do melaco de cana-de-
acucar, nas condicbes experimentais que favoreceriam a formacdo de acgUcares

redutores. Os resultados alcancados sao apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 - Experimentos realizados a partir da analise dos gréaficos de contorno utilizando os acidos
cloridrico e sulfurico.

Média
T ARL | AR2 | AR3 | AR AR

0, A i -1
Exp. (min) C (%) Acido (gL-1) | (gL-1) | (gL-1) (gL ).i esperado RMSEP

Desvio

padréo
1 60 05 HCl 1 50,094 | 49.44 | 50,18 5%*179; 81,95 L7
2 15 10 HCl | 6579 | 66,51 | 67,24 6%*?;1; 73,71 7,22
3 15 05 | H2S04 | 3600 | 3655 | 37.10 3%*55ii 81,95 45,40
4 60 10 | H2504 | 7936 | 7656 | 79,36 7?":32; 73.71 4,90

Fonte: Autoria prépria.

A partir dos resultados descritos na Tabela 3, verifica-se que o erro médio
guadratico da previsdo (RMSEP) apresentou-se menor para o experimento realizado
com o &cido sulftrico a 10%, no tempo de 60 minutos. Considerando que a exatiddo
expressa o grau de concordancia entre o valor medido e o valor tido como referéncia
(ICH 1997), quanto menor o seu resultado maior a exatidao, ou seja, menor o erro. De
fato, verifica-se que essa condicdo experimental foi a que resultou em uma
concentracdo de agucares redutores mais proxima do resultado esperado (que seria
o resultado obtido através do modelo da equacao 4).

Uma outra maneira de confirmar essa condicdo experimental foi investigada
através do teste de linearidade proposto por Jarque e Bera (1987). A partir deste teste
avaliou-se estatisticamente se a distribuicdo dos residuos para as amostras de
validagdo seguia um comportamento aleatorio (BELTRAME et al., 2016). O resultado
mostrou que a hipétese nula pode ser aceita com 95% de confianca. Isso implica que
os residuos seguem uma distribuicdo normal (sé&o aleatoriamente distribuidos), o que

reforca que o modelo segue um comportamento linear.
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Os resultados obtidos experimentalmente foram contrastados com 0s
resultados tedricos (AR esperado) de acordo com um teste t-pareado, um teste de
significancia empregado para comparacéo de dois pares de resultados obtidos por
metodologias diferentes (MILLER; MILLER, 1993). O primeiro passo ha execuc¢éo do
teste consiste em calcular a média dos resultados obtidos por cada uma das
metodologias (dv) e 0 somatorio da diferenca ao quadrado entre as médias dos

resultados obtidos entre ambas as metodologias, como na equagéo 5:

dM = Ml - MZ (5)

O desvio padréo das diferencas (sd) é entdo estimado, para o numero de

amostras analisadas (n):

Y d?-nd}
Sa = o (©6)

Por fim, um valor de t é calculado através da equacdo 7. Quando o resultado
para t calculado for menor que o valor de t tabelado, dentro da percentagem de
confiangca desejada, entdo ndo € possivel detectar diferenca entre as duas
metodologias no nivel de significancia considerado.

£ ()

A partir do teste t-pareado obteve-se um valor de t calculado de 3,434 contra um
t tabelado de 4,303 para 95% de confianca. Este resultado mostra que ndo existe
diferenca significativa entre os resultados experimentais e os resultados esperados
para a quantificacdo do AR. Dessa forma, a condi¢cdo experimental utilizando &cido
sulfurico 10% e o tempo de reacdo de 60 minutos foi empregada na realizacdo da

hidrélise visando aumentar a concentracdo de AR disponivel no substrato.

2.3. CONCLUSAO DO CAPITULO

A hidrélise do substrato é de grande importancia, pois 0 microrganismo utiliza
como fonte de carbon o agucar redutor para a producdo em maior quantidade de
biossurfactante. Dessa forma, o planejamento Doehlert contribuiu significativamente

uma vez que permitiu avaliar os fatores em diferentes niveis e, por ndo contemplar
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experimentos envolvendo todos os fatores com nivel superior e/ou todos com nivel
inferior, permitiu a realizacdo de um nimero menor de experimentos na obtencéo das

condi¢des experimentais otimizadas para a hidrdlise.

Apesar de o modelo obtido através do planejamento Doehlert ter apresentado
falta de ajuste de acordo com a ANOVA, uma validagao alternativa considerando os
parametros de mérito exatidao, ajuste e linearidade mostrou viabilidade no modelo
para encontrar as condicdes experimentais otimizadas na obtencdo de uma maior
concentracao de acguUcares redutores a partir da hidrdlise acida do melaco de cana-de-
acucar.

O teste t-pareado permitiu concluir que ndo houve diferenca significativa, no nivel
de confianca de 95%, entre os resultados obtidos experimentalmente e aqueles
esperados (estimados pelo modelo proposto, apesar da falta de ajuste). Nesse
sentido, a condicdo experimental otimizada para obtencédo de uma maior concentracéo
de acucares redutores, a partir da hidrolise acida do melaco de cana-de-agucar, foi
empregar o acido sulfurico 10% ao longo de 60 minutos de reagéo.



CAPITULO 3- CLARIFICACAO DO SUBSTRATO

Os resultados deste capitulo serdo submetidos para publicacdo no periédico

Separation and Purification Technology.
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3.1. MATERIAIS E METODOS

O melago hidrolisado com &cido sulfurico 10% por 60 minutos (condicao
otimizada no capitulo anterior) foi submetido a dois procedimentos visando a
clarificacéo conforme estabelece a ANVISA (CNNPA n° 12/78): o primeiro atraves de
acetato de chumbo (Il) (sub-acetato de chumbo ou acetato de chumbo basico,
Pb(CHsCOO)2.Pb(OH)2), e o segundo usando a filtragdo por membrana (Modulo de
Membrana-Pam). Em ambos os casos, empregou-se um planejamento fatorial 22,
conforme Tabela 6 para variaveis codificadas, em dois niveis. Assim, em cada
procedimento de clarificacdo foram realizados 4 experimentos. Na clarificacédo a partir
do sub-acetato de chumbo as variaveis foram quantidade do reagente (minimo 0,59 e
méximo 2,0g) e o tempo (minimo 0,5 minutos e maximo 1,0 minuto). Empregando o
sistema de ultrafiltracdo, as variaveis estudadas foram pressdo (minimo 1 Bar e

maximo 3 Bar) e permeabilidade (minimo 121 L/min e maximo 197 L/min).

Tabela 6 - Planejamento fatorial 22, sendo X1 e Xz as variaveis independentes.

EXPERIMENTO X1 X2
1 -1 -1
2 +1 -1
3 -1 +1
4 +1 +1

Fonte: Adaptado de Cunico e colaboradores (2008).

A varidvel dependente monitorada em cada experimento foi a cor, avaliada
através da absorbancia em 475 nm utilizando um equipamento de espectroscopia
(OCEAN OPTICS, UV-RED TIB USB 650 UV).

3.2. RESULTADO E DISCUSSAO

Nesta etapa realizou-se planejamentos fatoriais 22 para avaliar a clarificacdo
do melaco (substrato) hidrolisado. Para tanto, utilizou-se o melago que foi hidrolisado
com acido sulfarico 10% por 60 minutos (condi¢des otimizadas no capitulo anterior) e
a clarificagéo foi testada a partir do sub-acetato de chumbo e a partir dos sistemas de

ultrafiltracdo e microfiltragéo.
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3.2.1. CLARIFICACAQ DO SUBSTRATO UTILIZANDO O
ULTRAFILTRACAO

A filtracdo tem por acao a retencao de particulas ou moléculas, reduzindo a
guantidade de substancias dispersas (DEY et al., 2004). O sistema conta com uma
bomba afim de pressurizar o sistema e uma membrana, cuja permeabilidade é
variavel. Neste caso, um planejamento fatorial do tipo 22 foi empregado, e os fatores
avaliados foram a pressao (Bar) e a permeabilidade da membrana (L/min). A Tabela
7 apresenta os niveis avaliados para cada fator, bem como a resposta dos
experimentos que, neste caso, foi a absorbancia em 475nm.

Alguns trabalhos descreveram que a regido espectral em torno de 475 nm
corresponde a absorcdo das melanoidinas presente no melaco de cana-de-acgUcar,
um composto formado a partir da reacdo entre um agucar e uma fonte proteica, que
apresenta coloracdo escura, responsavel por definir diversos sabores e cores em
alimentos (JUNIOR; CRUZ, 2007; MILANI; FERREIRA; CRUZ, 2001).

Tabela 7 - Resultados do planejamento fatorial 22 na clarificacdo do substrato hidrolisado a partir do

sistema de ultra e microfiltrac@o. Valores entre parénteses correspondem as varidveis codificadas.

Exp. Presséo Permeab_ilidade Absorbancia
(Bar) (L/min) 475 nm (ABS)
1 1(-1) 121 (-1) 0,2636
2 3 (+1) 121 (-1) 0,1063
3 1(-1) 197 (+1) 0,2074
4 3 (+1) 197 (+1) 0,0691

Fonte: Autoria prépria.

Um modelo de regressao multivariada MLR foi desenvolvido a partir do software
Matlab R2007b e PLS-Toolbox 5.2. A equacéo 8 apresenta os valores dos coeficientes
de regressdo obtidos para este modelo. Neste caso, a validacdo alternativa
considerando os parametros de exatiddo RMSEC, RMSEP, coeficiente de correlagao
para o ajuste foi considerada. O valor de RMSEC para o modelo descrito pela equacéo

8 foi de 3,74x107 com um coeficiente de regresséo de 0,9999.

ABS = 0,1380 + 0,0026P + 0,0274Perm + 0,0082PPerm (8)
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A partir da equacdo 8 observa-se que o processo de clarificacdo do melaco
hidrolisado a partir do sistema de ultra e microfiltracdo ndo € descrito por um modelo

quadratico. Com essa equacao foi possivel obter o gréfico de contorno da Figura 10.

Figura 10 - Gréfico de contorno na otimizacao da clarificacdo do melaco hidrolisado a partir do sistema
de ultra e microfiltrag&o.
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Fonte: Autoria propria.

Os resultados mostram que a absorbéancia diminui com o aumento da pressao
e uma reducao na permeabilidade do sistema. Com isso verifica-se que utilizando o
modulo de ultrafiltracdo (o qual se refere a permeabilidade de 121 L/min) tem-se
substrato hidrolisado mais clarificado, principalmente quando alinhado a maxima
pressao que o sistema suporta, que é de 3 Bar. Além disso, ndo seria possivel uma
reducédo da permeabilidade pela indisponibilidade de membranas com menor diametro
de poro. Portanto, estas condicbes experimentais empregando a ultrafiltracdo, em
conjunto com os resultados alcancados com a clarificagcdo empregando o sub-acetato
de chumbo, serdo investigadas para a continuidade do processo de producéo do

biosurfactante.
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3.2.2. CLARIFICACAO DO SUBSTRATO UTILIZANDO O SUB-ACETATO
DE CHUMBO

O sub-acetato de chumbo tem por caracteristica separar compostos dispersos
do melago ao longo de um curto tempo reacional (CAROCODEL et al., 2010). Desta
forma, um planejamento fatorial do tipo 22 foi empregado visando otimizar a
guantidade e o tempo de clarificacdo empregando este reagente. Os fatores avaliados
foram quantidade de sub-acetato de chumbo (em gramas) e o tempo de mistura (em

minutos), como demonstrado na Tabela 8.

Tabela 8 — Resultados do planejamento fatorial 22 na clarificagdo do substrato hidrolisado a partir do

sub-acetato de chumbo. Valores entre parénteses correspondem as varidveis codificadas.

Absorbéancia
Exp. | Quantidade (g) | Tempo de reacdo (min) 475 nm
(ABS)
1 0,5 (-1) 0,5(-1) 0,1162
2 2 (+1) 0,5 (-1) 0,1049
3 0,5 (-1) 1(+1) 0,1545
4 2 (+1) 1(+1) 0,1764

Fonte: Autoria propria.

Como resposta também se avaliou a cor através da absorbancia em 475 nm
(Tabela 6). Um modelo de regressdo multivariada MLR foi desenvolvido a partir do
software Matlab R2007b e PLS-Toolbox 5.2. A equacao 9 apresenta os valores dos
coeficientes de regressao obtidos para este modelo. O valor de RMSEC foi de
3,10x1077 com um coeficiente de regressédo de 0,9999. Um teste t foi empregado na
avaliacdo de possiveis erros sistematicos presentes no modelo (ASTM E1655-05,
2005, VALDERRAMA et al. 2009). De acordo com o valor de t calculado 0,445 os erros
sistematicos presentes no modelo nao sédo significativos com 95% de confianca, uma

vez que esse valor é inferior ao valor de t tabelado 3,182.

ABS = 0,1616 — 0,0739C — 0,0234T + 0,0047CT 9)

A partir da equacgéo 11 observa-se que o processo de clarificacdo do melaco
hidrolisado com sub-acetato de chumbo ndo € descrito por um modelo quadratico.

Com essa equacéo foi possivel obter o gréfico de contorno da Figura 11.
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Figura 11 — Grafico de contorno na otimizacédo da clarificagdo do melago hidrolisado a partir do sub-
acetato de chumbo.
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Fonte: Autoria propria.

Os resultados mostram que a absorbancia diminui com o aumento do tempo de
reacdo de clarificacdo e da quantidade (em gramas) de sub-acetato de chumbo.
Assim, uma menor absorbancia indica uma maior clarificacdo do melaco hidrolisado.
Dessa forma, novos experimentos foram conduzidos, utilizando essas condi¢des
resultados séo

experimentais apontadas pelo planejamento fatorial, e seus

apresentados na Tabela 9.

Tabela 9 — Resultados obtidos empregando-se as condi¢des otimizadas através do planejamento 22
para a clarifica¢c@o do melago hidrolisado a partir do sub-acetato de chumbo.

Média
ABS

Exp

Quantidade
9)

Tempo
(min)

ABS (1)
475 nm

ABS (2)
475 nm

ABS (3)
475 nm

t
Desvio
padréo

ABS
esperado

RMSEP

1

3

15

0,028

0,028

0,031

0,029 £
0,002

0,026

3,0x103

2

4

0,540

0,610

0,609

0,586 +
0,040

0,014

0,573

Fonte: Autoria propria.

Ao analisar a Tabela 9 € possivel notar que utilizando 3g de sub-acetato e um

tempo de reacdo de 1,5 minutos obtém-se um decréscimo consideravel na
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absorbancia em 475 nm. O °Brix foi monitorado antes e apos a clarificacdo e manteve-
se constante, indicando que os sdlidos soluveis foram mantidos apés o tratamento. A
partir dos valores de exatiddo (RMSEP e RMSEC) verifica-se, portanto, que a
condicao experimental otimizada para a clarificacdo do substrato hidrolisado ocorre

empregando 3g de sub-acetato de chumbo e 1,5 minutos de reacéo.

3.3. CONCLUSAO DO CAPITULO

O clareamento, ou clarificacéo do substrato hidrolisado faz com que substancias
indesejaveis sejam removidas do bioprocesso. Conclui-se que ao utilizar a clarificacédo
a partir de 3 g de sub-acetato de chumbo ao longo de 1,5 minutos de reacao obtém-
se uma clarificacdo mais eficiente do que utilizando o sistema de ultrafiltracdo a uma
pressao de 3 bar (permeabilidade da membrana 121 L/min).

O uso do sub-acetato ainda necessita de uma atencdo especifica. Por melhor
gue seja o resultado alcancado, uma remocéo total/parcial do chumbo residual se faz

necessaria antes do proximo passo do bioprocesso.



CAPITULO 4- PRODUCAO DO BIOSURFACTANTE

Os resultados deste capitulo serdo submetidos para publicacéo no periédico Food and

Bioprocess Technology.
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4.1. MATERIAIS E METODOS

Todos os materiais utilizados neste capitulo foram esterilizados conforme a
instrucdes de uso da Autoclave vertical (Marca: Labstore), antes e apds 0 Sseu uso no

bioprocesso.

4.1.1. PREPARO DO INOCULO

A bactéria Bacillus subtilis, utilizada para obtencéo do biossurfactante, foi doada
em marco de 2017 por uma empresa de biotecnologia, na forma de uma tira de
papel/suporte onde o microrganismo encontra-se seco e esporulado.

A ativacao do isolado se deu conforme o procedimento descrito na Figura 12, em

duplicata.

Figura 12 - Esquema ilustrativo do procedimento de ativagdo e preparo do indculo do microrganismo.

Incubado 48 horas 37°C
Incubado 48 horas 37°C
Incubado 48 horas 37°C

Incubado 48 horas 37°C

Incubado 48 horas 37°C

Incubado 48 horas 37°C

Fonte: Autoria propria.

Nota: TSB - é a fonte nutriente utilizada para o cultivo e desenvolvimento de microrganismos, como
Bacillus subtilis, composto por nitrogénio, carbono, cloreto de sddio e fosfato-dipotassio. TSB — agar:
para o plagueamento e posterior incubacao.

O meio de cultura sintético Triptone Soy Broth (TSB) (Marca: Difco) foi preparado

de acordo com a instrucéo do fabricante.
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Ao fim do procedimento descrito na figura 12 foi realizada a técnica de diluicdo
seriada, onde aliquotas de 1 ml de todos os tubos da série de diluicdo foram
transferidas para placa de petri seguidas de adicdo do meio de cultura Tryptone Soy
Broth adicionado agar-agar (TSB-agar) para o plagueamento e posterior incubacao a
37°C por 48 horas. Apoés esse periodo foi realizada a contagem dos microrganismos
nas placas (JAY, 2005).

4.1.2. REMOCAO E QUANTIFICACAO DO CHUMBO

O chumbo presente no sub-acetato de chumbo foi removido para atender a
legislacado vigente visto que sua acao é indesejada e prejudicial ao organismo humano
(ANVISA, 1978). A remocao de tal componente consistiu na adigdo de uma solugéo
de HCI 0,1 mol L' promovendo a precipitacdo do chumbo na forma de um sal
conforme sugerido por Jeffery e colaboradores (1989), seguido de filtracdo para a
separacao do precipitado, de acordo com Lutz (2008). Tal reacao pode ser observada

na seguinte equacgéao quimica:
Pb(CH3COO)2.Pb(OH)2(aq) + 4HCIl(aq) — 2PbCl2(s) + 2CHsCOOH + 2H20

A concentracdo de chumbo foi acompanhada através da espectroscopia de
absorcao atbmica em chama (Marca: Analytik Jena AG, Modelo: novAA300) como
sugerido por Lutz (2008), utilizando a lampada de catodo 6co, antes e apds a remoc¢ao
do chumbo. Uma curva de calibragcdo externa foi considerada na faixa de
concentracdo de chumbo de 0 a 30 mgL™.

4.1.3. BIOPROCESSO

Os meios de cultura clarificado com subacetato de chumbo e ultrafiltracéo,
conforme descrito no capitulo 3, foram adicionados de uma fonte nitrogenada,
contendo 1% do volume reacional de extrato de levedura comercial (Marca: Difco) e
1% do volume reacional de peptona bacteriolégica (Marca: Difco) solubilizadas em
10mL de agua destilada. Seguidamente o inéculo, preparado conforme a figura 12, foi

adicionado ao meio de cultura na concentracao 10% (v/v).
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A fermentacao ocorreu em erlenmeyers vedados submetidos a agitacdo em 160
rom e temperatura de 37°C em uma incubadora com agitador orbital (Marca
Novatecnica, modelo NT 712).

Ao longo do processo fermentativo foram coletadas amostras assepticamente,

as quais foram centrifugadas.

4131 DETERMINACOES ANALITICAS DO CALDO

FERMENTADO

4.1.3.1.1 DETERMINACAO DE BIOMASSA (MASSA

CELULAR SECA)

Tal procedimento foi realizado utilizando o precipitado obtido, proveniente da
centrifugacéo a 4000 rpm por 15 minutos. O tubo da centrifuga foi previamente seco,
resfriado e pesado. Apds a centrifugacdo a massa foi lavada com agua destilada e
centrifugada, realizando tal procedimento duas vezes. Ent&o o tubo foi colocado em
estufa a 60°C por 24 horas, resfriado, mantido em dessecador e pesado para o calculo
da biomassa seca. A massa celular seca foi calculada pela diferenca entre a massa

do tubo com biomassa seca e a massa do tubo vazio (JUNIOR, 2012).

41.3.1.2 DETERMINACAO DE NITROGENIO

A determinacé&o de nitrogénio foi realizada conforme a metodologia proposta por
Bradford (1976), com leituras de absorbancia realizadas em espectrofotometro UV-Vis
(OCEAN OPTICS, UV-RED TIB USB 650 UV) a 595 nm. Conforme estabelecido pela
metodologia foram preparadas 5 solugdes de albumina de concentracdes conhecidas,
apos a obtencéo das leituras de absorbancia para cada solucéo obteve-se, a partir
das equacdes 10 e 11, os parametros Xn (fator que correlaciona a concentracéo de
albumina com sua absorbancia) e FCC (fator de corre¢éo ao longo das correlacdes
de Xn). Entdo as concentra¢cdes de nitrogénio das amostras foram determinadas

através da equacéo 12.
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concentracgao de albumina (%)

Xn = , : (20)
absorbancia obtida em 595 nm
Xn
Fcc =22 (11)
n
, absorbancia da amostra x FCC
[protelna em i] = — = - (12)
mL volume de amostra adicionada na reagao com o comassie (mL)

4.1.3.1.3 ESPECTROSCOPIA NIR

Um espectro NIR foi coletado nos tempos 0, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84, 96, 108,
120, 132, e 144 horas de bioprocesso empregando um equipamento MicroNIR JDSU.
Estes espectros foram avaliados através da PCA, empregando o software Matlab
R2007b e as ferramentas do PLS-Toolbox 5.2.

Primeiramente, os espectros sdo organizados no formato de uma matriz X. Para
tanto, cada linha da matriz X contém um espectro enquanto cada coluna da matriz X
apresenta as informacg6es das absorbancias nos diferentes comprimentos de onda. O
principio da PCA (WOLD; ESBENSEN; GELADI, 1987) consiste em decompor a
matriz X em um produto de duas outras matrizes, uma matriz denominada de scores
(T) e outra chamada de loadings (P') e isso acontece quando novos eixos,
denominados componentes principais (PCs), séo calculados. A matriz de scores
carrega informacdes acerca das amostras, ou seja, das linhas da matriz X, enquanto
gue os loadings fornecem informacdes sobre as variaveis, ou colunas de X. Os
resultados da decomposicdo da matriz X em scores e loadings podem ser
interpretados graficamente (VALDERRAMA et al., 2016).

41.3.1.4 DETERMINACAO DE AR

A determinacdo de acucares redutores seguiu a metodologia descrita no item
2.1.

41.3.15 DETERMINACAO DE PRODUTO FORMADO

(BIOSSURFACTANTE SECO)
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A técnica de borbulhamento ou flotacdo do caldo fermentativo foi utilizada para
recuperar e purificar o biossurfactante. Para tanto foi utilizado um modulo de aeracéo
composto por uma bomba com uma vazédo de 5 Lmin de ar estéril, acoplado a um
primeiro recipiente contendo uma pedra porosa na entrada de ar que possibilitou a
formacdo das bolhas. Tais bolhas foram coletadas em um segundo recipiente,
contendo filtros de ar nas entradas e saidas do sistema (visando impossibilitar a
entrada de microrganismos e protegendo a amostra e o vaso reacional), sendo
liquefeitas em funcdo de um sistema de pressurizacdo. Esse liquido contendo o
biossurfactante foi purificado ajustando-se o pH para 2,0 com HCI 6 mol L, seguido
da adicdo de 2 volumes de etanol a cada volume de amostra. Posteriormente o
sistema foi homogeneizado, fechado e mantido em repouso a 0°C por 24 horas, para
gue ocorresse a precipitacdo do biossurfactante. Apds este periodo, o material foi
centrifugado por 10 minutos a 12000 rpm, o sobrenadante desprezado e o precipitado
lavado com etanol refrigerado em temperatura 0°C. Tal procedimento foi realizado em
duplicata e em seguida o precipitado foi seco no tubo em estufa a 37°C até atingir
massa constante e posteriormente, mantido em dessecador. A massa foi obtida pela
diferenca entre a massa do tubo contendo o produto com o tubo sem o produto
(ALVES; SANTANA; SOARES, 2013; SOBRINHO, 2007).

4.1.3.2 CALCULO DOS FATORES DE CONVERSAO E

PRODUTIVIDADE

Diante da alteracdo das variaveis ao longo do bioprocesso, substrato, produto e
biomassa, avaliou-se o quanto de substrato foi convertido em produto e o quanto de
sustrato foi convertido em célula, bem como foi possivel obter o rendimento e a

produtividade da fermentacao através das descri¢ces abaixo.

41321 - FATOR DE CONVERSAO DE SUBSTRATO

EM PRODUTO (G/G)

O fator de conversdo de substrato em produto é definido através da relacéo

apresentada na Equacao 13.
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AP
Ypis = 35 (13)

Yp/s: fator de converséo de substrato em produto (g/g)

AP: variagédo da concentragéo de produto formado (gL™);

AS: variagéo da concentragéo de substrato (gL™);

41.3.2.2 - FATOR DE CONVERSAO DE SUBSTRATO

EM CELULAS (G/G)

O fator de conversdo de substrato em células é definido através da relacao
apresentada na Equacao 14.

AX
Yx/s = 15 (14)

Y'x/s: fator de converséo de substrato em células (g/g)

AS: variacdo da concentracéo de substrato (gL™);
AX: variacdo da concentracéo de células (gL™?);

Deste modo obteve-se um fator de conversédo de gramas de células por grama de

produto formado.

4.1.3.2.3 PRODUTIVIDADE

A produtividade volumétrica é obtida pela relacdo entre a concentracao obtida
(em gL-1) pelo tempo de processo. A produtividade massica € obtida pela relacéo
entre a massa obtida (g) e o tempo de processo, conforme descrito na equacao 15 e
16.

concentracio de biossur factante

Produtividade volumétrica = (15)

tempo decorrido

massa de biossurfactante

Produtividade massica = (16)

tempo decorrido
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4.1.4. BORBULHAMENTO

Com o objetivo de avaliar a eficiéncia de recuperacéo de biossurfactante pela
técnica de borbulhamento, a concentracdo de produto recuperado foi determinada
para os processos: sem borbulhamento, um borbulhamento, dois borbulhamentos e
tres borbulhamentos; ao fim da fermentacdo (ALVES; SANTANA; SOARES, 2013).

Para tal metodologia foi utilizado um sistema de aeracdo com vazéo fixa que
ocasionou a formacéao das bolhas que foram coletadas e liquefeitas em um recipiente
fechado e estéril como apresentado na figura 13.

Figura 13 - Esquema ilustrativo da coleta de amostras para a analise dos borbulhamentos aplicados.

|° Borbulhamento 2° Borbulhamento 3° Borbulhamento

Amostra 0 Amostra | Amostra 2 Amostra 3

Fonte: Autoria propria

Ao final de cada etapa foram realizadas andlises de biomassa, produto e
acucares redutores, seguindo as metodologias ja apresentadas, e os dados obtidos
foram comparados estatisticamente utilizando o teste de Tukey. Com isso foi possivel
determinar o melhor processo a ser utilizado para aumentar a concentracdo de

biosurfactante.

4.2. RESULTADO E DISCUSSAO

4.2.1. PREPARO DO INOCULO

O in6culo é formado a partir da adaptacdo do microrganismo ao meio a qual &
submetido. Desta forma caso haja adaptacdo completa do microrganismo ao meio a
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partir do quinto dia tem-se uma contagem elevada de microrganismos (BARROS;
QUADROS; PASTORE, 2008). O preparo do inoculo consistiu em duas etapas, para

0 caso do Bacillus subtilis:

- Primeira etapa: preparo e readaptacdo do microrganismo, visto que este, apos ser
submetido a condi¢cdes adversas, possui a capacidade de formar um esporo afim de

se proteger e evitar a lise celular;

- Segunda etapa: adaptacao do microrganismo ao melacgo hidrolisado, clarificado com
subacetato de chumbo. Nesta etapa ainda nao foi empregado o HCI para retirada de
chumbo do sistema (SELLA; VANDENBERGHE; SOCCOL, 2014).

A adaptacao do inoculo foi realizada utilizando TSB como meio para adaptacao
e crescimento do microrganismo na primeira etapa. O resultado positivo para a
adaptacao foi verificado pela turvacdo do meio, indicando crescimento ceular, que
anteriormente era limpido.

ApOs essa etapa foi adicionado o in6culo ao melaco hidrolisado, clarificado e

esterilizado com pH ajustado para 6,8 com HCI 1 mol L.

4.2.2. REMOCAO E QUANTIFICACAO DO CHUMBO

Para contornar a interferéncia do chumbo no processo, um experimento foi
conduzido a partir do melago hidrolisado e clarificado com subacetato de chumbo nas
condi¢Bes otimizadas de acordo com o0s planejamentos executados. A esse substrato
clarificado, em temperatura ambiente, foram adicionados 5% de HCI 0,1 mol L%. O
chumbo foi precipitado na forma de cloreto de chumbo e removido por filtragdo. A
imagem da Figura 14 apresenta esses resultados. Foi observado uma duplicagéo do
resultado para AR ap6s a hidrélise e uma reducdo deste pela metade apds a

clarificacdo com o subacetato de chumbo seguido pela sua remocéo por filtracéo.
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Figura 14 - Resultados observados.

" -

Fonte: Autoria prépria.

Nota: Antes da hidrélise (A), apés a hidrélise com &cido sulfarico (B), apos clarificagdo com subacetato
de chumbo seguido pela sua remocao por filtragdo (C).

Para avaliar a concentracdo do chumbo presente na amostra, antes e apos a
remocao de tal constituinte, a espectroscopia de absorcdo atbmica em chama foi
considerada. A curva de calibracdo apresentada na figura 15, apresenta a equacao

de reta com coeficiente de correlagdo de 0,9885 descrita pela equagéo 17:
Absorbancia = 0,000502 + 0,003270 * concentracgdo a7

Figura 15 - Curva de calibragdo para quantificacdo do chumbo por absor¢édo atbmica em chama.

oo | Pb
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Fonte: Autoria propria.
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As amostras com concentragdes que extrapolaram a concentracdo maxima da
curva de calibracao foram diluidas em 1:10 (mL de amostra: mL de agua). Tal diluicdo
considerada no célculo para a obtencdo da concentracdo nessas amostras e 0s

resultados obtidos estéo dispostos na tabela 10.

Tabela 10 - Resultados para quantificacdo do chumbo.

Amostra Concentracdo de chumbo (mgL™) Desvio padréo
Melaco puro 0,266 + 0,102
Melaco apos hidrolise e clarificacéo 117013 + 56,299

utilizando o subacetato de chumbo
Melaco apoés hidrolise, clarificacao e
remocao do chumbo residual 218,73 +12,110
utilizando 0,5% (v:v) HCI P.A.

Fonte: Autoria propria.

A utilizagao do HCI foi efetiva na remogao do chumbo, reduzindo em 81,31% a
concentracdo do chumbo presente na amostra apos a hidrélise e clarificacdo do
mesmo. Deste modo, o melaco hidrolisado, clarificado com subacetato de chumbo e
apos etapa de remocao do chumbo até concentracdo de 218,73 mgL™ foi empregado
no bioprocesso, sem que este afete negativamente a acdo microbiolégica, sendo

assim possivel produzir o biosurfactante através da bioreacao.

4.2.3. BIOPROCESSO

BN

O bioprocesso foi quantificado em relacdo a concentracdo de biomassa, de
biosurfactante, de agucares redutores, de nitrogénio e ao pH, conforme descritos no
item 4.1. Estes resultados sao apresentados na figura 16.

Pode-se observar que o0s dois bioprocessos, possuem comportamentos
similares, com um aumento das concentracdes de biomassa e do produto além de
uma reducdo na concentracdo de acUcares redutores e uma manutencdo da
concentragdo de nitrogénio.

A reducdo dos acUcares redutores ocorre em funcdo do metabolismo do
microrganismo que utiliza esse substrato suplementado com nitrogénio para produzir
0 biossurfactante e se reproduzir (FERNANDEZ-NO et al., 2013; NITSCHKE;
PASTORE, 2006).



57

Para a obtencdo dos resultados da analise de nitrogénio, faz-se necessario o

céalculo do fator de correcdo (FCC). Para tal calculo foram realizadas as analises a

partir de concentracdes conhecidas, demonstrada na tabela 11, para assim obtermos
o valor de 0,044826 de FCC, de acordo com o item 4.1.

Figura 16 - Resultados analiticos do Bioprocesso.
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Nota: Linhas continuas: substrato clarificado com subacetato de chumbo; Linhas tracejadas: substrato
clarificado com ultrafiltracédo; — AcUcares redutores; -e-Biosurfactante; -m— biomassa; - A - Nitrogénio.

Tabela 11 - Pontos para a obtengdo do FCC para calculo de concentracao de nitrogénio.

Ponto 1 (10 pL

de albumina)

Ponto 2 (20 L

de albumina)

Ponto 3 (30 L

de albumina)

Ponto 4 (40 L

de albumina)

Ponto 5 (50 L

de albumina)

Média das
absorbancias

0,2485

0,473

0,6725

0,877

0,973

Fonte: Autoria propria.

As analises de pH foram realizadas utilizando o pHmetro (Marca: Tecnhopon,

Modelo: 210), onde os resultados expressos para ambas as analises se iniciaram em

6,8 e finalizaram com um pH de 4,6, indicando assim a producdo de compostos que

possuem caracteristicas acidas, como proteinas e acidos carboxilicos (MARIM, 2014).

Os resultados para biomassa, produto, proteina, acucar e pH foram

considerados no tempo zero e apdés 144 horas de bioprocesso a fim de verificar

diferencas significativas entre os procedimentos de clarificagéo através do sistema de
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ultrafiltracdo e empregando o subacetato de chumbo. Para tanto, empregou-se a
regido da elipse de confianca (ALMEIDA et al., 2018). O método consiste em fazer a
regressao linear entre os resultados obtidos por ambos os métodos de clarificagéo no
tempo zero e, apos 144 horas de bioprocesso. A comparacao é realizada através da
inclinacdo e do intercepto, ajustados a um nivel de confianca de 99%, em uma regido
elipsoidal. Se a regido da elipse de confianca contiver o ponto ideal 1 e 0 para a
inclinag&o e o intercepto, respectivamente, ndo existem diferengas significativas para
os procedimentos de clarificacdo no tempo considerado, com 99% de confianca. O

resultado pode ser visualizado através da figura 17.

Figura 17 - Elipse de confianca.
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Fonte: Autoria propria.

Nota: (A) zero hora de bioprocesso; (B) ap6s 144 horas de bioprocesso.

Através da Figura 17 verifica-se que os resultados para biomassa, produto,
proteina, aclcar e pH para o bioprocesso a partir do melaco hidrolisado e clarificado
com subacetato de chumbo e através do sistema de ultrafiltracéo séo estatisticamente
diferentes, no nivel de 99% de confianca, no tempo zero de bioprocesso. Entretanto,
os resultados ndo apresentam diferencga estatisticamente significativa apds 144 horas
de bioprocesso. Estes resultados sugerem que o biosurfactante sera produzido de
maneira similar ao final do bioprocesso, independentemente do procedimento utilizado
na etapa de clarificacdo do melaco hidrolisado.

Objetivando explorar um pouco mais o0 bioprocesso, 0s espectros NIR
(coletados ao longo do tempo 0, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84, 96, 108, 120, 132, e 144
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horas de bioprocesso) e os resultados obtidos em laboratério para biomassa, produto,
proteina e acgucar, (nos mesmos intervalos de tempo) foram considerados através de
uma fusdo de dados (BORRAS et al., 2015), onde a PCA foi aplicada. Para tanto, foi
construida uma hipermatriz de dados (13 amostras e 129 variaveis) dos dois blocos
fundidos (NIR — 13 x 125 + Laboratério — 13 x 4), respectivamente), usando a
estratégia de fusdo de dados de baixo nivel, uma das abordagens mais comumente
aplicadas (BORRAS et al., 2016).

A fus@o de nivel baixo consiste em combinar diretamente os sinais originais
depois de alguns passos de pré-processamento (BORRAS et al., 2015). Desta forma,
cada bloco de dados foi previamente pré-processado antes de sua juncdo na
hipermatriz. Os resultados do laboratério foram normalizados enquanto 0s espectros
NIR foram suavizados através do algoritmo savgol (SAVITZKY; GOLAY, 1964) e
tiveram a linha de base corrigida através do algoritmo de correcdo do espalhamento
multiplicativo (ISAKSSON; NAES, 1988). Na sequéncia os espectros foram ainda
normalizados e, somente entdo, a fusdo de dados foi implementada e a PCA foi
aplicada sem pré-processamento.

A partir desta estratégia de fusdo de dados e PCA é possivel avaliar qual bloco
tem maior influéncia no bioprocesso. Tanto para o bioprocesso a partir do melago
hidrolisado e clarificado com subacetato de chumbo quanto por ultrafiltracdo, a
primeira componente principal (PC1) capturou a variancia dos dados responsavel pela
descricao do bioprocesso no gréafico dos scores na figura 18. Para ambos 0s casos se
verifica que o bioprocesso evolui, ou seja, ocorre a formacéo de biosurfactante até o
tempo de 108 horas de reacdo. A partir de entdo ocorre uma estabilizagcdo no

bioprocesso.
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Figura 18 — Scores do PCA.
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Fonte: Autoria prépria.

Nota: (A) a partir de clarificagdo do melaco hidrolisado com subacetato de chumbo. (B) a partir da
clarificagdo do melago hidrolisado por ultrafiltracéo.

Os loadings da PCA na primeira componente principal (figura 19), fornecem as

informacdes a respeitos de quais variaveis, em cada bloco, sdo importantes para o
padrao apresentado nos scores.

Figura 19 - Loadings do PCA.
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Fonte: Autoria propria.

Nota: (A) a partir de clarificacdo do melago hidrolisado com subacetato de chumbo. (b) a partir da
clarificacdo do melaco hidrolisado por ultrafiltracdo. (B = Biomassa, Prod = Produto, Pt = Proteina, A =
Acucar redutor).



61

Os loadings revelam que até o tempo de 60 horas (parte negativa dos scores)
as variaveis que apresentam maior influéncia no bioprocesso sédo o acucar redutor e
as absorc¢des na regido do NIR correspondente ao segundo overtone das ligagées CH,
CHz2, CHs e ArOH entre 1200 — 1400 nm e, ao primeiro overtone da ligagdo ArCH em
torno de 1600 nm.

Apébs 72 horas de bioprocesso as varidveis do quadrante positivo sdo as que
mais influenciam no bioprocesso, em ambos 0s casos, a biomassa e o produto. Tais
variaveis estao correlacionadas com as regiées do NIR entre 900 -1100 nm (absorcéo
do terceiro overtone das ligagbes CH, CHz, CHs, ArOH, ROH, H20, RNH2 e ArCH) e
1400 -1500 nm (absor¢des do segundo overtone das ligagdes CH, CH2, CHsz, CONHR,
ArOH, ROH, H20, RNH2 e CONH2) (METROHM NIRSYSTEMS, 2013).

A estrutura da surfactina (figura 5), um dos biosurfactantes produzidos pelo B.
subtilis, é condizente com as absorcfes observadas na regido do NIR apds 72 horas
de bioprocesso, tal como a estrutura lipoproteica que constitui a estrutura da célula

bacteriana.

4.2.3.1 CALCULO DOS FATORES DE CONVERSAO E

PRODUTIVIDADE

Através das equacdes 13, 14, 15 e 16 apresentadas nos itens 4.2.1.1.1,4.2.1.1.2
e 4.2.1.1.3, os fatores de conversdo de substrato em produto e de substrato em
células, além da produtividade, em relacdo ao procedimento de clarificacédo

empregado, sdo demonstrados na tabela 12.
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Tabela 12 - Fatores te6ricos obtidos pelo bioprocesso.

Tratamento Subacetato de chumbo Ultrafiltracéo

XIS 0,2086 0,1064

P/S 1,8062 0,9048
Produtividade volumétrica 0,2314 gL*h 0,2515 gLth
Produtividade massica 0,1157 gh 0,1257 gh't

Fonte: Autoria propria.

Diante da andlise dos dados nota-se que a ultrafiltracdo teve uma converséo de
substrato em produto (P/S) e células (X/S) inferior quando comparado ao subacetato

de chumbo, contudo suas produtividades foram superiores.

4.2.4. BORBULHAMENTO

Ao fim do bioprocesso aliquotas foram retiradas a fim de testar a efetividade do
borbulhamento no aumento da produtividade do biosurfactante. Esta etapa consistiu
em coletar as bolhas formadas e enviar a outro recipiente, em procedimentos com 1,
2 e 3 etapas borbulhamentos sobre a mesma amostra. Os resultados obtidos, média

de triplicatas, estao dispostos na tabela 13.

Tabela 13 - Resultados do procedimento de borbulhamento.

Borbulhamentos 0 1 2 3
Tratamentos A B A B A B A B
Biomassa 4,30 | 3,60 3,40 2,80 2,30 2,30 2,20 2,30
Produto 34,33| 35,00 | 38,33 | 39,17 | 41,83 | 45,33 | 43,67 | 48,83
Acucar 24,37 29,53 | 25,42 | 30,72 | 29,36 | 31,45 | 29,12 | 31,64

Fonte: Autoria propria.

Nota: A: clarificacdo do melago hidrolisado a partir do subacetato de chumbo; B: clarificacdo do melaco
hidrolisado a partir da ultrafiltracéo.

Analisando a tabela 14 podemos notar que com o aumento nos procedimentos
de borbulhamentos tem-se um aumento na concentracdo de produto e uma

manutencdo da concentragdo de biomassa e acucar. Um teste de Tukey (Tabela 13)
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foi empregado para avaliar uma possivel diferenca estatistica entre os resultados,
onde verificou-se que ha diferenca estatistica, no nivel de 95%, quando se realiza 3
etapas de borbulhamento. Assim, pode-se concluir que o aumento da quantidade de
borbulhamentos é diretamente proporcional ao aumento da concentracao do produto.

Tabela 14- Teste de Tukey com alfa=0,05

Quantidade de

borbulhamento Tukey p-valor Concluséo
Ovs1l 2.5826 0.3808904 insignificante
Ovs?2 5.6362 0,0535448 insignificante
Ovs3 7.3242 0.0223317 *p <0,05
lvs2 3.0536 0.2762434 insignificante
lvs3 4.7416 0.0908627 insignificante
2vs3 1.6880 0.6569995 insignificante

Fonte: Autoria propria.

4.3. CONCLUSAO DO CAPITULO

Ao longo do bioprocesso observou-se a formacdo crescente do produto
(biosurfactante) e uma reducdo na quantidade de acucares redutores disponiveis.
Uma avaliacdo estatistica, através da elipse de confianca, mostrou diferenca
significativa no inicio do bioprocesso realizado a partir do melagco hidrolisado e
clarificado com subacetato de chumbo e a partir da ultrafiltracdo. Entretanto, a

diferenca nao € estatisticamente significativa, no nivel de 99%, ao final da bioreacao.

A PCA aplicada com a fusdo dos dados de espectroscopia NIR e resultados
laboratoriais para biomassa, produto, proteina e aclUcar redutor, ao longo da
bioreacdo, permitiu explorar de forma mais objetiva o bioprocesso. Foi possivel inferir
sobre a formacéo de biosurfactante até o tempo de 108 horas de bioreacdo. A partir
de entdo ocorre uma estabilizacdo no bioprocesso. Além disso, até o tempo de 60
horas de bioreacéo as variaveis que apresentam maior influéncia no bioprocesso séo
0 acUcar redutor e as absor¢cbes na regido do NIR correspondente ao segundo
overtone das ligagdes CH, CH2, CHs e ArOH entre 1200 — 1400 nm e, ao primeiro
overtone da ligagdo ArCH em torno de 1600 nm. Apés 72 horas de bioprocesso as
variaveis que mais influenciam a bioreacéo sao a biomassa e o produto. Tais variaveis

estdo correlacionadas com as regides do NIR entre 900 -1100 nm (absorcédo do
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terceiro overtone das liga¢cdes CH, CHz, CHs, ArOH, ROH, H20, RNH2 e ArCH) e 1400
-1500 nm (absor¢cbes do segundo overtone das ligacbes CH, CH2, CHs, CONHR,
ArOH, ROH, H20, RNH2 e CONHz2).

O borbulhamento realizado em 3 etapas aumentou a concentracao de produ

apresentou diferenca estatistica significativa, no nivel de 95%, no teste de Tukey.



CAPITULO 5
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5.1. CONCLUSAO GERAL

A complexidade na producdo de biossurfactantes faz com que o emprego de
ferramentas quimiométricas de planejamento experimental multivariado sejam de
grande importancia para acelerar e otimizar as condi¢bes experimentais.

O planejamento Doehlert auxiliou na otimizag&o do tipo do acido e suas melhores
condigbes experimentais para a hidrdlise do melaco de cana-de-acucar. Os
resultados apontaram que o acido sulfurico 10% com um tempo de reacdo de 60
minutos proporciona um aumento na concentragéo de agucares redutores.

A etapa de clarificagdo do melaco hidrolisado foi otimizada através de
planejamento fatorial 22. Os clareamentos utilizando subacetato de chumbo e
ultrafiltracdo foram considerados na etapa de producéo do biosurfactante. Entretanto,
com a utilizacdo do subacetato de chumbo foi necessario incluir uma etapa para
remoc¢do do chumbo antes do inicio da bioreacdo, para assim obter uma melhora
significativa do clareamento.

Ao longo do bioprocesso observou-se a formacdo crescente do produto
(biosurfactante) e uma reducdo na quantidade de acucares redutores disponiveis.
Uma avaliacdo estatistica, através da elipse de confianca, mostrou diferenca
significativa no inicio do bioprocesso realizado a partir do melaco hidrolisado e
clarificado com subacetato de chumbo e a partir da ultrafiltracdo. Entretanto, a
diferenca nédo é estatisticamente significativa, no nivel de 99%, ao final da bioreacao.
Contudo, do ponto de vista industrial e diante da grande procura por equipamentos
que possam facilitar o processo, a ultrafiltracdo é de maior valia, onde ao longo do
tempo faz-se necessario apenas a remoc¢do da borra presente no filtro para assim
tornar o processo emu ma escala continua.

A PCA aplicada com a fusdo dos dados de espectroscopia NIR e resultados
laboratoriais para biomassa, produto, proteina e acUcar redutor, ao longo da
bioreacao, permitiu explorar de forma mais objetiva o bioprocesso. Foi possivel inferir
sobre a formagé&o de biosurfactante até o tempo de 108 horas de bioreagéo. A partir
de entdo ocorre uma estabilizacdo no bioprocesso. Além disso, até o tempo de 60
horas de bioreacgéo as varidveis que apresentam maior influéncia no bioprocesso sao
0 acUcar redutor e as absor¢gbes na regido do NIR correspondente ao segundo
overtone das ligagdes CH, CH2, CHs e ArOH entre 1200 — 1400 nm e, ao primeiro
overtone da ligagdo ArCH em torno de 1600 nm. Apés 72 horas de bioprocesso as



67

variaveis que mais influenciam a bioreac&o séo a biomassa e o produto. Tais variaveis
estdo correlacionadas com as regides do NIR entre 900 -1100 nm (absorcédo do
terceiro overtone das ligagbes CH, CH2, CHs, ArOH, ROH, H20, RNH2 e ArCH) e 1400
-1500 nm (absor¢cbes do segundo overtone das ligagbes CH, CH2, CHs, CONHR,
ArOH, ROH, H20, RNHz2 e CONH>).

O borbulhamento realizado em 3 etapas aumentou a concentracao de produto e
apresentou diferenca estatistica significativa, no nivel de 95%, no teste de Tukey. Esse
fator significativo implicaria em um processo com maior rendimento e assim uma
reducdo do tempo de processo. Contudo a aquisicdo de equipamentos para a
implantacdo pode ser um fator limitante, porém de extrema significancia para o

Processo.
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