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RESUMO

FERNANDES, Vitor Hugo. Producdo de biomassa de Azospirillum amazonense (BR-
11145) para incorporacdo em Inoculantes Agricolas. 2013. 93p Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias, Engenharia Quimica). Instituto de Tecnologia, Departamento de Engenharia
Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2013.

O Azospirillum amazonense ¢ uma rizobactéria gram-negativa associada a diversas
gramineas. Esse microrganismo proporciona o crescimento vegetal devido a sua capacidade
de sintetizar véarios fitormonios (AIA), sider6foros, polissacarideos uteis as plantas e
atualmente compde o inoculante misto para a cana de acicar da EMBRAPA. O presente
trabalho teve como objetivo selecionar e otimizar meios de cultura, otimizar parametros de
processamento para o cultivo em escala piloto do 4. amazonense BR-11145, além de
substituir as fontes de carbono a fim de se alcangar um meio reprodutivel de baixo custo.
Efetuou-se o screening dos componentes do meio Dextrose Yeast Glucose Sucrose
modificado — DYGS realizado em incubador rotativo a 30°C e 150rpm por meio de 4
planejamentos fatoriais fracionados (27, dois 27 ¢ 2°) em trés niveis diferentes de fonte de
carbono, nitrogénio e minerais (regular, +50% e -50% em massa). Foi obtido um meio
simplificado (em g Lt glicose, 5,0; extrato de levedura, 3,0; K,HPOy, 0,25; MgSQOy, 0,75 €
micronutrientes 4,0 ml/L) a R$ 1,70 por litro, 1/3 do valor do meio DYGS modificado ¢
possuindo uma capacidade de produgao de biomassa celular aproximadamente 1,5 maior. Em
um biorreator, foi executado um delineamento composto central rotacional (DCCR) 2° a partir
do qual foi definida a melhor condi¢@o de cultivo: temperatura de 35°C, agitacdao de 250rpm e
aeragdo de 8,0 Lpm. A cinética do processo foi estudada utilizando trés fontes de carbono
obtendo-se 0s pardmetros descritos a seguir: glicose a 10g/L (X=5,737 g/L,
Px=0315¢g/L.h, wu,=1,253, CI=31,79 mM, Pc=1,257 mM.h'l); glicerol a 10 g/L
(X=17,136 g/L, Px=0,471 g/L.h, u,= 1,482, CI=38,194 mM, P¢;= 1,805 mM.h‘l); sacarose
a 10 g/L (X=7,966 g/L, Px=0,717 g/L.h, u, = 1,472, CI = 85,833 mM, P¢; = 6,944 mM.h™),
todos a um custo de produgdo de R$0,32 o grama de biomassa. Assim, pelo melhor
desempenho na producao de biomassa e compostos indolicos recomendou-se o cultivo do A.
amazonense BR - 11145 em sacarose.

Palavras-chave: Rizobactéria; Compostos inddlicos; Auxina.



ABSTRACT

FERNANDES, Vitor Hugo. Optimization of biomass production parameters of
Azospirillum amazonense (BR-11145) for incorporation into Agricultural inoculants.
2013. 93p. Dissertation (Master in Sciences, Chemical Engineer). Instituto de Tecnologia,
Departamento de Engenharia Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2013.

The Azospirillum amazonense, is a gram-negative rhizobacteria associated with various
grasses, provides plant growth due to their ability to synthesize various phytohormones
(IAA), siderophores and polysaccharides, and currently it composes the EMBRAPA’s mixed
inoculant for sugarcane. This study aimed to select and optimize culture media and processing
parameters for the pilot scale cultivation of A. amazonense BR-11145 besides replacing
carbon sources in order to obtain a reproducible medium and low-costs process. It was
performed a screening of DYGS medium components. The experiment was conducted in a
rotatory incubator at 30°C and 150 rpm through 4 fractional factorial design (2", two 2°* and
2°?) in three different levels of carbon, nitrogen and minerals sources (regular, +50% and -
50% wi/w). It was obtained a simplified medium costing R$1,70 per liter, 1/3 of the original
value, and a increase of 66,7% in the biomass production capacity (medium composition:
glucose 5.0 g/L; yeast extract, 3.0 g/L; K;HPO,4 0.25 g/L, MgSQO, 0.75 g/L and micronutrients
4.0 mL/L).To determine the best culture condition, a DCCR 23 was carried out in a bioreactor
from which the conditions defined were: temperature 35°C, agitation 250 rpm and aeration of
8.0 Lpm. The process kinetics was studied using three carbon sources obtaining the
parameters described below: glucose 10 g/L (X =5,737 g/L, Px=0,315g/L.h, px= 1,253,
IC=31,79mM, Pic=1257mM.h™"); glycerol 10g/L (X=7,136¢g/L, Px=0,471g/L.h,
Ue=1482, 1C=38194mM, P,c=1805mM.h?); sucrose 10g/L (X =7,966 g/L,
Px=0,717 g/L.h, px=1,472, 1C=85,833 mM, P,c=6,944 ml\/l.h'l). In all cases, the
production cost of R$ 0.32 per gram of biomass were found. According to results for biomass
and indolic compounds production capacity, it is recommended the use of sucrose for
cultivation of A. amazonense BR-11145.

Keywords: Rizobacteria. Indolic Compounds. Auxin.
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1 INTRODUCAO

O nitrogénio é um dos nutrientes minerais mais exigidos pelas plantas. Sua fonte
natural para os sistemas agricolas é o ar atmosférico, onde este composto € encontrado na
forma molecular (N;). Contudo, o N, é uma molécula gasosa muito pouco reativa, ndo sendo
diretamente aproveitada pelas plantas devido a grande estabilidade quimica.

O método de fixacdo industrial do N,, chamada de processo de Haber-Bosch, é
dispendiosa do ponto de vista energético, o que provoca a elevacdo do preco dos adubos
nitrogenados aplicados na agricultura e consequentemente o aumento dos precos dos produtos
agricolas fornecidos a populacdo, alem de impactarem negativamente com a degradagdo do
solo e inviabilizagdo de cursos d’agua e lengdis freaticos.

Uma das mais importantes possibilidades para transformar o nitrogénio atmosférico
disponivel para as culturas agricolas é a fixacdo biol6gica de nitrogénio (FBN), onde
bactérias, denominadas diazotroficas, sdo capazes de assimilar o N, atmosférico e converté-lo
a uma forma assimilavel pelas plantas, como o NH3 Por se tratar de um processo natural de
enriquecimento do solo o estimulo desta pratica proporciona a reducdo da aplicacdo de
insumos nitrogenados sintéticos.

Atualmente a FBN é muito estudada quanto a sua contribuicdo para o crescimento
vegetal. No entanto, j existem fortes indicios de que estas bactérias contribuem com diversos
outros mecanismos promotores de crescimento de plantas. Essas bactérias sdo chamadas,
normalmente, de rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCP), sendo descritas
diversas espécies e estirpes de géneros como Azospirillum, Azotobacter, Bacillus,
Burkholderia, Gluconacetobacter, Herbaspirillum e Pseudomonas. Estes, além de fixar Np,
podem estimular as plantas através da producao de fitohormonios,

Os membros do género Azospirillum tém sido isolados das raizes de diversas
gramineas tanto cultivadas quanto silvestres e cereais e de solos das regides tropical,
subtropical e zona temperada por todo o mundo, dentre elas o trigo, cevada, aveia, arroz,
centeio e cana-de-agucar, onde estes microrganismos tém trazido beneficios como o aumento
do sistema radicular, além da FBN.

Existe um mercado promissor para produtos inoculantes contendo bactérias
diazotréficas que pode ser utilizado para gramineas. Atualmente Azospirillum amazonense
compde o inoculante misto para a cana-de-acucar da EMBRAPA. No entanto, ndo sdo
encontrados na literatura dados nutricionais, cinéticos e de processamento para a producao
deste microrganismo em larga escala. Sendo assim, se torna indispensavel o estudo
sistematizado para que se estabeleca uma tecnologia de producdo deste tipo de inoculante em
escala industrial.

Neste trabalho foram realizados testes com o objetivo de avaliar a evolugdo da
biomassa em diferentes substratos, buscar o aperfeicoamento de meios de cultura envolvendo
a avaliacdo de rendimentos, custo e a definicdo de um meio aperfeicoado, além de buscar a
otimizacdo das condicdes operacionais para o cultivo de A. amazonense em biorreator, sempre
visando atingir condi¢fes que favorecam menores gastos e maiores indices de producéo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A Importancia Biotica do Nitrogénio

O nitrogénio constitui aproximadamente 79% da atmosfera terrestre, fonte natural do
elemento para os sistemas agricolas na forma molecular N,. Contudo, o N, € uma molécula
gasosa muito pouco reativa, ndo sendo diretamente aproveitada pelas plantas devido a grande
estabilidade, em virtude de seu baixo potencial de ionizacdo e da alta energia de dissociacao
propiciada pelas ligacGes triplas entre seus atomos.

Por outro lado, o nitrogénio é um dos nutrientes minerais mais exigidos pelas plantas,
que o assimilam principalmente na forma de ion nitrato (NOz) e amonio (NHs")
(FERNADES & SOUZA, 2006). Cerca de 90% do nitrogénio da planta encontra-se na forma
organica, sendo que as proteinas sd0 0s componentes nutricionais mais importantes. E assim
que desempenha funcBes importantes como componente estrutural de macromoléculas e
constituinte de enzimas. Os “aminoacidos livres” ddo origem a outros aminoacidos e as
proteinas e, por consequéncia, as coenzimas; sdo precursores de horménios vegetais —
triptofano do Acido Indol-3-Acético (AlA) e metionina do etileno; nicleos porfirinicos —
clorofila e citocromos (FAQUIN, 2005).

Para que o N, possa ser convertido a uma molécula assimilavel é necessario o
fornecimento de condicOes de temperatura e pressdo muito elevados. Esse processo pode
ocorrer naturalmente através da formacdo de dxidos de nitrogénio produzidos por descargas
elétricas na atmosfera (fixagdo atmosférica) ou industrialmente. A fixacdo industrial do N,
chamada de processo de Haber-Bosch é realizada em temperaturas em torno de 200 °C e
pressGes em torno de 200 atm, sendo dispendiosa do ponto de vista energético, 0 que provoca
a elevacéo do preco dos adubos nitrogenados (TAIZ & ZEIGER, 2004).

Outro importante processo que pode romper molécula de N, tornando-a assimilavel
pelas plantas é a Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio (FBN), no qual as bactérias diazotréficas
associativas ou de vida livre, dotadas da enzima nitrogenase realizam esta conversdo de uma
forma mais econémica.

A fixacdo de nitrogénio por processos naturais converte cerca de 190x10%? g.ano™.
Deste total, os relampagos sdo responsaveis por cerca de 8%, as rea¢des fotoquimicas, entre
Oxido nitrico gasoso (NO) e o ozbnio (O3), produzindo o &cido nitrico (HNO3), por cerca de
2% e a fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) por bactérias ou algas azuis, responsaveis por,
aproximadamente 90%. Dai a importancia do estudo da FBN em plantas a fim de maximizar a
sua contribuicdo a produtividade agricola (FERREIRA. 2008).

2.2 O Nitrogénio nos Sistemas Agricolas

O ciclo do nitrogénio nos solos (Figura 2.1) controla a disponibilidade de nitrogénio
para as plantas. Uma vez que a maioria dos processos de transformacdo € realizada por
microrganismos, principalmente os fungos e as bactérias, este ciclo é influenciado por fatores
que afetam a atividade microbiana, tais como clima e solo.
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Plan-t.as N .\ |

PASSsimilacao
{

Bactérias
@ desnitri-
ficantes

Bactérias fixa- 4
doras de Nz nos "\ Nitratos
noédulos de raizes .

de leguminosas Decompositores

(fu @ bactérias
aotobing: @ anaerobicas)

WL Err Tl Bactérias
Amonificacao Nitrificacao nitrificantes

3 e IR 0 LT

Bactérias fixadoras Bactérias
de N: no solo nitrificantes

Figura 2.1 — Ciclo do nitrogénio nos sistemas agricolas.

(NO37)

As transformagdes do nitrogénio no solo podem ser divididas em 3 processos
principais: (a) mineralizacdo, que compreende a transformacdo do nitrogénio organico em
nitrato através da amonificacdo e nitrificacdo; (b) imobilizacdo, que é caracterizada pela
utilizacdo do nitrogénio mineral, durante o metabolismo microbiano e ocorre simultaneamente
a mineralizacdo; (c) desnitrificacdo que € um processo de respiracdo anaerdbia que resulta em
perdas gasosas de nitrogénio (VICTORIA et al., 1992).

A amonificagdo representa a transformagdo do nitrogénio organico em NH,", que é o
primeiro produto nitrogenado mineral que aparece no solo. Durante a nitrificagdo, o amonio,
resultante da amonificacdo ou incorporado ao solo via fertilizacdo, € oxidado a nitrito (NO,) e
depois a NO3". A nitrificacdo, diferentemente da amonificagdo, € um processo estritamente
aerobio, ou seja, sé ocorre na presenca de oxigénio. A desnitrificacdo € um processo de
respiracdo anaerobia, realizada por microrganismos capazes de utilizar nitrato ou o nitrito
como aceptores finais de elétrons em lugar do oxigénio, formando 6xidos gasosos (NO, N,O)
que podem ser novamente reduzidos para N,. (VICTORIA et al., 1992).

Por ser 0 macronutriente que as plantas utilizam em maior quantidade, o nitrogénio é
de fundamental importancia na quantidade da producéo agricola. Sendo o mais exigido pelas
culturas, é geralmente o primeiro a apresentar deficiéncia, consequentemente, os fertilizantes
com nitrogénio sdo 0s mais necessarios em todo 0 mundo e, principalmente nos tropicos, onde
os teores de matéria organica nativa dos solos sdo normalmente baixos (JUNIOR, 1988).

Na biosfera e na litosfera o nitrogénio se perde do solo facilmente por lixiviagao,
volatilizacdo e desnitrificacédo, e estas perdas sdo potencialmente maiores em solos tropicais
(JUNIOR, 1988), se fazendo necessario 0 uso adequado da adubacdo tanto do ponto de vista
agrondmico e ecoldgico, como econdémico. Contudo, sua excessiva concentracdo em solos e
aguas pode acarretar problemas de eutrofizagdo e intoxicac¢do de organismos (VAN LONN &
DUFFY, 2001).

Em contraposicdo ao custo elevado da utilizacdo dos fertilizantes nitrogenados e ao
impacto ambiental causado por sua aplicacdo no solo, a Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio
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(FBN) apresenta-se como uma “tecnologia limpa”, ecoldgica ¢ barata capaz de contribuir
significativamente para o aumento da disponibilidade deste nutriente para as plantas além
proporcionar 0 aumento das produgfes. Alguns autores tém apresentado como forma
alternativa para a economia de fertilizante nitrogenado a qual pode suplementar ou, até
mesmo, substituir a utilizacdo destes fertilizantes (REIS JUNIOR et al., 1998;
BERGAMASCHI, 2006; NOVAKOWISKI, et al., 2011).

2.2.1 Fixacao Bioldgica de Nitrogénio em Gramineas

Uma das mais importantes possibilidades para transformar o nitrogénio atmosférico
disponivel para as culturas agricolas é a fixacdo bioldgica (FBN). Neste processo, organismos
procariotos sdo capazes de assimilar o N, atmosférico e converté-lo a uma forma assimilavel
pelas plantas, como 0 NHj3. Por se tratar de um processo natural de enriquecimento do solo o
estimulo desta pratica proporciona a reducdo da aplicacdo de insumos nitrogenados sintéticos,
qgue além de incrementarem custos a producdo vegetal impactam negativamente com a
degradagdo do solo e inviabilizagdo de cursos d’agua e lengois freaticos.

Um grande nimero de plantas cultivadas mantém em suas raizes uma populacao ativa
de microrganismos diazotréficos, onde muitas dessas associa¢fes sofreram especializacfes ao
longo do processo evolutivo, resultando em relagcbes muito estreitas entre a planta e a bactéria,
inclusive promovendo a formacéo de estruturas especializadas que garantem protecdo contra
fatores adversos do solo (SPRENT & FARIA, 1989).

Segundo Evans & Burris (1992), as bactérias diazotroficas podem ser classificadas em
trés grupos: bactérias de vida livre, que fixam o nitrogénio para o seu proprio uso; bactérias
associativas, que contribuem para o crescimento da planta sem a formacdo de estruturas
diferenciadas, ndo estabelecendo uma simbiose; bactérias simbidticas, que estabelecem uma
interacdo muito estreita entre 0 macro e o microsimbionte e, em alguns casos, sdo formadas
estruturas diferenciadas denominadas nddulos. Estes microrganismos geralmente se
encontram no interior de raizes que estdo abaixo do solo ou dentro de tecidos densos de
plantas, como, por exemplo, vasos do xilema, eles estdo provavelmente crescendo em um
ambiente com baixas concentracdes de oxigénio, que é necessario para a maxima atividade da
enzima nitrogenase, enzima que converte N, em aménia (Olivares et al., 1997).

Todas as bactérias diazotréficas, possuem um complexo enziméatico chamado
nitrogenase, que dentre outros substratos alternativos, catalisa a reducdo do nitrogénio
atmosferico até amonio (NEVES, 1993) segundo a reacao:

N, + 16 ATP + 8 e- + 8H+ ---> 2 NH3 + H, + 16 ADP + 16 Pi.
(onde e- simboliza elétron e Pi simboliza o fosfato inorganico).

Do ponto de vista energético é dispendioso para o organismo que a realiza uma vez
que necessita de 16 moléculas de ATP para realizar esta conversdo.

A nitrogenase é uma enzima extremamente versatil, pois além do N, catalisa a
reducdo de varios outros substratos, tais como o acetileno. Em funcgédo disto, a atividade de
reducdo do acetileno (C,H,) a etileno (C,H,4), tem particular importancia no estudo dos
sistemas fixadores de N, (MOREIRA E SIQUEIRA, 2002) e tém sido amplamente utilizada
como metodologia de quantificagdo da fixagdo de nitrogénio pelas bactérias.diazotroficas.

Os estudos sobre quantificacdo da FBN associada a cana-de-agucar comecaram no
inicio dos anos setenta, aplicando-se as técnicas de reducgdo de acetileno em raizes de cana-de-
acucar (DOBEREINER et al., 1972; XAVIER, 2004), a partir de entdo muitos outros
trabalhos demonstraram que a contribui¢cdo de FBN associada as plantas de cana-de-aglcar
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cultivadas no campo e sem inoculagcdo varia de zero a 60% (URQUIAGA et al., 1992;
POLIDORO et al., 2001).

O levantamento da ocorréncia de bactérias diazotroficas associadas a quatro diferentes
genotipos da cana-de-aclcar (Kracatau, CB-45-3, SP70-1143 e Chunee), mostra a presenca
das bactérias Azospirillum lipoferum, A. brasiliense, A. amazonense, Herbaspirillum spp e
Acetobacter diazotrophicus nos quatro gendétipos e em todas as partes amostradas (raizes,
colmo e folhas), com excecdo de A. amazonense, na qual as bactérias ndo foram isoladas das
folhas de nenhuma das trés coletas (REIS JR. et al., 2000). Vérias espécies podem infectar os
tecidos internos da planta, assim, a exploracdo e melhoria da FBN em cana-de-agucar estdo
condicionadas ao fato de que ndo existe uma “candidata clara” observada como unica espécie
responsavel pela fixacéo de No.

Entretanto, apesar dos inimeros avangos, ainda ndo se tem um controle da FBN nessa
cultura, evidenciando a necessidade de continuar selecionando cultivares com alto potencial
para FBN (COELHO et al., 2003; URQUIAGA et al., 2003; XAVIER, 2004) para garantir
que a utilizacdo e selecdo de inoculantes (OLIVEIRA et al.,2002; CANUTO et al., 2003), e
diferentes tipos de manejo incrementem este processo (LEAL, 2011).

2.3 Microrganismos Promotores de Crescimento de Gramineas

Os organismos fixadores de nitrogénio podem ser de vida livre ou estabelecerem
relacBes simbidticas em grau variado com organismos eucariontes de diversas categorias
taxonémicas, geralmente vegetais superiores (CORDEIRO, 2004; SILVA, 2008).

Entre as bactérias diazotroficas isoladas de colmo e raizes de cana-de-aclcar
destacam-se as  espécies  Herbaspirillum  seropedicae, H. rubrisubalbicans,
Glucanoacetobacter diazotrphicus, Klebsiella pneumonae, Enerobacter spp, e mais
recentemente um isolado relacionado & Pantoea sp. (DONG ET AL., 1994; BALDANI et al.,
1996; BODDEY et al., 2003; LOIRET et al., 2004). Outros isolados da cana-de-agucar foram
caracterizados, através de métodos moleculares como pertencentes aos géneros Pseudomonas,
Kluyera, Staphylococcus, Curtobacterium e Brevibacillus (MAGNANI, 2005; LIMA, 2011).

Estas bactérias diazotroficas e endofiticas apresentam grande potencial para utilizacao
na agricultura dado a habilidade de colonizar o interior das plantas e de se localizar em nichos
protegidos do oxigénio, e assim, o potencial da enzima nitrogenase, para fixar nitrogénio pode
ser mantido no nivel maximo (BALDANI & DOBEREINER, 1995). Muitas espécies de
bactérias fixadoras de nitrogénio sdo conhecidas e tém sido isoladas de plantas cultivadas,
como por exemplo, arroz, milho, cana-de-agucar e sorgo (REIS et al. 1994; OLIVARES et al.
1996; REIS JR. et al. 2000).

Atualmente a FBN é muito estudada quanto a sua contribuicdo para o crescimento
vegetal. No entanto, j existem fortes indicios de que estas bactérias contribuem com diversos
outros mecanismos promotores de crescimento de plantas. Essas bactérias sdo chamadas,
normalmente, de rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCP), sendo descritas
diversas espécies e estirpes de géneros como Azospirillum, Azotobacter, Bacillus,
Burkholderia, Gluconacetobacter, Herbaspirillum e Pseudomonas. Estes, além de fixar N,
podem estimular as plantas atraves da producgéo de fitohorménios, solubilizacdo de fésforo e
zinco, inducado de resisténcia a doengas ou competicdo com patdgenos, resisténcia a estresses,
entre outros (DOBBELAERE et al. 2003; ARENCIBIA et al. 2006; SARAVANA et al.
2007).
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2.3.1 Género Azospirillum associado as gramineas

Estudos de isolamento e identificacdo de bactérias fixadoras de N, em gramineas
forrageiras se iniciaram na década de 60, com destaque para algumas especies do género
Azospirillum. Desde a primeira descricdo detalhada do género Azospirillum com duas
especies, Azospirillum lipoferum e Azospirillum brasilense (TARRAND et al., 1978),
membros de Azospirillum tem sido isolados das raizes de diversas gramineas tanto cultivadas
quanto silvestres e cereais e de solos das regides tropical, subtropical e zona temperada por
todo 0 mundo (DOBEREINER et al., 1976; ALLY et al., 1983; LADHA et al., 1987;
KIRCHHOF et al., 1997a; GUNARTO et al., 1999). O meio semi-sélido livre de nitrogénio
foi a chave do sucesso do isolamento das bactérias fixadoras de nitrogénio microaerofilicas.
Utilizando esta técnica, foi possivel isolar e descrever trés outras espécies: Azospirillum
amazonense (Magalhées et al., 1983), Azospirillum halopraeferens (REINHOLD et al., 1987)
e Azospirillum irakense (KHAMMAS et al., 1989).

O género Azospirillum compreende bactérias endofiticas facultativas, podendo
colonizar tanto a rizosfera como o interior das raizes. Nesta associa¢do ndo ocorre a formacao
de uma estrutura especializada para a fixacdo do nitrogénio (n6dulos) e as bactérias podem
invadir ou ndo o tecido da planta através de ferimentos na epiderme, pontos de emissdo de
raizes secundarias e estdbmatos, sendo distribuida para o restante da planta via vasos
condutores (REIS et al., 2006). Assim, os produtos da fotossintese sdo liberados pela planta, e
absorvidos pelas bactérias que estdo na rizosfera ou no interior da planta enquanto as bactérias
fixam o nitrogénio e transferem o NH," para a planta além de disponibilizarem, também,
compostos do grupo das auxinas, substancias relacionadas a regulacdo do crescimento
vegetal, auxinas.

Tem sido observado certo padrdo na relacdo de colonizagdo das gramineas por
espécies especificas de Azospirillum. Dobereiner (1982a) descreve que A. lipoferum ocorre
preferencialmente no cortex de milho, sorgo e de diversas outras gramineas com a via
fotossintética C4, mas foi também observada em uma espécie ciperacea, enquanto A.
brasilense ocorre preferencialmente associado a trigo, cevada, aveia, arroz, centeio e
gramineas com via C3 (DOBEREINER & DE-POLLI, 1980; ROCHA et al., 1981). Segundo
Reinhold et al., (1987), A. halopraeferans é mais especifico, tendo sido isolado apenas de
uma espécie de graminea, o ‘kallargrass’ (Leptochloa fusca), planta nativa do Paquistéo,
altamente tolerante a solos salinos. Ja a espécie A. irakense, tem sido apenas isolada de raizes
de arroz (KHALMMAS et al., 1989).

Pouco se sabe, porém, sobre sobrevivéncia de Azospirillum no solo na auséncia da
planta hospedeira, mas tem sido demonstrado que a bactéria apresenta varios mecanismos
fisioldgicos de protecdo (formacdo de cistos, producdo de melanina, de poli-p- hidroxibutirato
e de polissacarideos), que podem facilitar a sobrevivéncia em condicdes desfavoraveis (DEL
GALLO & FENDRIK, 1994).

2.3.1.1 Azospirillum amazonense

A primeira estirpe isolada de A. amazonense (15M1) (MAGALHAES, 1981) foi
obtida mediante cultivos de enriquecimento de raizes de Brachiaria brizantha, coletada na
Amazonia, em meio NFb de Dobereiner (1980), modificado por meio da adicdo de 0,5 g de
manitol e 0,5 g de sacarose. Nesse trabalho, foi verificada a capacidade desta estirpe em
crescer em sacarose como unica fonte de carbono, ao contrario das outras espécies entdo
conhecidas de Azospirillum (A. lipoferum e A. brasilense). O crescimento destas trés espécies
de Azospirillum em diferentes fontes de carbono esta descrita na Tabela 2.1.
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Tabela 2.1 — Crescimento de bactérias do género Azospirillum em diferentes fontes de
carbono (modificado de MAGALHAES et al., 1983).
A. amazonese A. lipoferum A. brasilense

Malato, Lactato,

. + +
Piruvato, Fumarato
Keto glutarato +/- + -
Trans-aconitato +/- + +/-
Citrato - + +/-
Glicose + +A -
Frutose - +A +
Sacarose + - -
Ramnose + A n,d. n.d.
Galactose +A +A +- A
Arabinose + +A +- A

A=Producéo de &cido

Outros experimentos, como a comprovacdo do melhor crescimento em valores de pH
entre 5,0 e 6,0 e a definicdo da temperatura 6tima para fixacdo de N, de 35°C, associados ao
aprimoramento do meio de enriquecimento usado para avaliar a distribuicdo ecoldgica da
espécie (MAGALHAES & DOBEREINER, 1984), permitiram um melhor detalhamento de
organismo pelos pesquisadores do Programa Nacional de Pesquisa em Biologia do Solo -
NPBS/EMBRAPA, o que levou a publicacdo conjunta do trabalho de proposi¢do da espécie
(MAGALHAES et al., 1983).

Uma comparacdo dos aspectos fisiologicos e morfoldgicos entre A. amazonense e as
principais bactérias deste género foi proposta por MAGALHAES et al. (1983). Os autores
descrevem diversas caracteristicas importantes como diferenciacdo das colbnias quanto a cor
e ao formato (Figura 2.2), diferenciacdo quanto ao formato da célula e producdo de granulos
de polihidroxibutirato’ - PHB (Figura 2.3), tolerancia da atividade da nitrogenase ao O,,
capacidade de desnitrificagdo e uso da sacarose como fonte Unica de carbono, dentre outros
itens que podem ser observados na Tabela 2.2 e na Tabela 2.3.

PR N\
"\ ‘1’\_;: Pf"‘((/ . \ '
> ‘,\-L“)" : y

Figura 2.2 — Morfologia das colénias de Azospirillum amazonense cultivada em meio batata
(esquerda) e em meio LGI (direita). Fonte: Laboratério de Colecdo de Culturas — Centro
Nacional de Pesquisa de Agrobiologia - CNPAB.
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Figura 2.3 — Morfologia das células em diferentes condi¢cBes de cultivo. Microscopia
eletronica de transmissdo do Azospirillum amazonense em Meio LGI sem (A) e com KNO3
(B); ou em Agar nutriente (C). Microscopia eletronica de varredura de cultivo em Agar
nutriente (D) (15.900x) Fonte: MAGALHAES et al., 1983.

Tabela 2.2 — Comparativo das caracteristicas morfologicas entre espécies do género
Azospirillum spp (Modificado de MAGALHAES et al., 1983.)
A. amazonese A. lipoferum A. brasilense

Célula em Formato Vibrioide + + +
Motilidade + + +
Arranjo Flagelar

Monotrichous + + +
Lophotrichous - - -
Peritrichous - - -

Formacéo de Cistos - - -
Fixacao de Nitrogénio

somente em baixo pO, + + +
Pelicula ondulada em meio

semi-sélido + + +
Associada a raiz + + +
Comprimento da célula [pum] 09al1,0 1,0a15 10a1l,2
Hipertrofia da raiz - - -
Fotoautotrofica - - -
Pigmentacdo em Meio Batata Branco Rosa Rosa
Mol% G+C DNA 67 a 68 69a70 69 a 70
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Tabela 2.3 — Comparativo das caracteristicas fisiologicas entre espécies do género
Azospirillum spp (Modificado de MAGALHAES et al., 1983.)
A. amazonese A. lipoferum A. brasilense

Crescimento em pH > 6,8 pobre bom bom
Crescimento empH = 6,0 bom bom pobre
Tolerancia ao O, para

atividade da Nitrogenase muito baixa baixa baixa
Dissimilacéo do:

NO; parao NO, + + +
NO, para o N,O - + +
Células polimorfas em

meio alcalino - + -
Exigéncia de Biotina - + -
Uso de Sacarose + - -
Tempo de Geracéo sob

pO, 6timo 10h 5a6h 6h

2.4 Producdo de Compostos Inddlicos

Os compostos inddlicos sdo metabdlitos pertencentes a classe das auxinas, um grupo
fitormonios reguladores do desenvolvimento de plantas.

A producéo de auxinas e outros fitormonios por RPCPs tem sido considerada o fator
responsavel pelo crescimento das plantas e produtividade de diversas culturas. Os efeitos
resultantes mais marcantes da inoculacdo de Azospirillum sdo as diversas alteracdes
morfoldgicas no sistema radicular incluindo aumentos no comprimento das raizes, nimero de
raizes laterais, volume radicular, peso seco das raizes, nimero, densidade e emergéncia de
pelos radiculares, area radicular e divisao celular no meristema de raizes. Estas alteracdes
radiculares pode influenciar a absorcdo de nutrientes e de agua pelas plantas resultando em
maior crescimento e produtividade (BASHAN & LEVANONY, 1990).

A auxina natural mais importante é o Acido Indol-3-Acético (AIA), entretanto existem
outros compostos denominados auxinas sintéticas que produzem efeitos similares aos do AIA
e que sao regularmente utilizados nas praticas agricolas.

O papel deste fitormbnio para a bactéria € pouco conhecido; contudo, tem sido
sugerido recentemente que a producdo de auxinas pode ser um mecanismo utilizado pela
bactéria para interagir com a planta (PATTEN & GLICK, 1996; SPAEPEN et al., 2007).
Através da producdo de fitormonios, as bactérias podem estimular o crescimento vegetal e,
consequentemente, a producdo de metabdlitos pelas plantas que, por sua vez, podem servir
como nutrientes para as 0s RPCPs.

Pelos menos trés vias biossintéticas foram descritas na producdo de AlA (Figura 2.4)
em Azospirillum: duas dependentes de triptofano, como a via indole-3-acetamida (IAM) e
indole-3-piruvato (IpyA), e uma outra independente de triptofano (DOBBELAERE et al.,
1999; LAMBRECHT et al., 2000).

Recentemente foi revelado que a enzima indole-3-piruvato decarboxilase, codificada
pelo gene ipdC, é comum as duas vias IpyA, e a via que independe de triptofano, cujo
precursor ainda é desconhecido, sendo possivel que ambas tenham inicio em um intermediario
comum, o IpyA (LAMBRECHT et al., 2000; RADWAN et al., 2004).

Diversos autores tém publicado o montante de AlA produzido por algumas estirpes do
Azospirillum. Hartmann et al. (1983) verificaram que a producdo de AlIA em culturas puras de
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A. brasilense ocorre durante a fase de crescimento exponencial, produzindo uma quantidade
entre 227,4 e 284.4uM de AIA em cultivos de estirpes silvestres quando crescidas em meio
mineral suplementado com triptofano. Nestas mesmas condicGes estirpes de A. lipoferum

apresentaram uma baixa producdo de AIA com valores variando entre 9,1 e 14,2uM.

?
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Figura 2.4 — Rotas e enzimas envolvidas na biossintese de AIA em bactérias (Adaptado de

PATTEN & GLICK, 1996)

Mascarua-Esparza et al. (1988) concluiram que A. brasilense isolados de cactos

produziram quantidades entre 207,6 e 426,6 UM de AIA, enquanto estirpes de A. lipoferum
produziram entre 39,7 a 99,5 uM.

Radwan et al. (2002) avaliaram a capacidade de Producdo AlA produzido por diversas
estirpes de Azospirillum (Tabela 2.4) realizando o cultivo em meio NFB (acido malico),
incubado por 48h a 35°C.
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Tabela 2.4 — Producdo AlA produzido por diversas estirpes de Azospirillum (Modificado de
Radwan, 2002).

AIA (uM)

Azospirillum spp. (Triptofano) ATA (uM)
Sp 109 (brasilense) 246,8 31
Sp 7 (brasilense) 266,7 58
Cd (brasilense) 378,7 15,6
Sp 245 (brasilense) 2214 9,8
245 nif (brasilense) 26,5 7
Br 17 (lipoferum) 229,2 25,8
Y1 (amazonese) 50,3 29,3
Y2 (amazonese) 32 26,5
Y6 (amazonese) 19,1 8,5

Isolados de A. amazonense obtidos a partir de amostras de raizes das trés espécies de
Brachiaria foram cultivados por Reis Junior et al. (2004), em meio LGI acrescido de
100 mg mL™ de L-triptofano no escuro por 72 h a 30 °C. A quantidade de AIA produzida
variou de 35 a 110 mM.

A inoculacdo com as estirpes Sp 245 (A. brasilense) e Sp 59b (A. lipoferum) promoveu
aumento no crescimento da parte aérea, raiz e ramifica¢fes radiculares de plantas de arroz
(linhagens promissoras de terras altas) em condi¢es de laboratorio. As maiores respostas,
tanto no comprimento da parte aérea, quanto da raiz, foram obtidas quando se utilizou
Azospirillum brasilense Sp245 como inoculante (DIDONET et al., 2003).

2.5 Mercado para Inoculantes

O termo “inoculante” refere-se aos microrganismos Vivos, capazes de promover o
crescimento vegetal de forma direta ou indireta, através de diferentes mecanismos, sendo
denominados mundialmente como biofertilizantes (REIS, 2007).

O produto denominado inoculante é o conjunto composto por um veiculo de
inoculacdo contendo um ou mais microrganismos. Este veiculo deve ser capaz de manter um
maior nimero de células vidveis por um determinado tempo de armazenamento (lei n.° 86955
de 18 de fevereiro de 1982). Além disto, este produto deve desempenhar as funcdes previstas
como, por exemplo, fixar nitrogénio atmosférico ou atuar como bactérias promotoras de
crescimento.

Os inoculantes mais comuns no mercado sdo o inoculante liquido, que utiliza como
veiculo de inoculacdo os meios liquidos que contenham um grande nimero de células e que as
proporcionem longevidade e regulacdo da pressdo osmética, e o inoculante turfoso, que utiliza
como veiculo de inoculacdo a turfa em pd ou granulada, que apresenta um alto teor de matéria
orgéanica, podendo preservar um elevado nimero de células por um longo periodo.

A Argentina langou um produto denominado Graminante™, produzido pela empresa
Laboratdrios Alguimia S.A., a base de p6 de carbonato de calcio, contendo uma mistura de
estirpes de Azospirillum spp, para ser utilizado principalmente na cultura do milho. Os
fabricantes asseguram que este produto pode aumentar a producgéo de grdos em cerca de 20%.
(FERREIRA, 2008).

Nos Estados Unidos foi desenvolvido um produto com o nome de Azo-Green™. Na
Italia, Alemanha e Bélgica foi desenvolvido um produto contendo uma mistura de A.
brasilense (estirpe Cd) e A. lipoferum (estirpe Brl7), o nome comercial do produto € Zea-
Nit™.
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Na Franca foi lancado outro produto a base de Azospirillum contendo a estirpe CRT1,
que foi utilizado em um experimento com milho no nordeste de Togo, na Africa, e promoveu
0 aumento de 100% na producdo de graos (FAGES & MULARD, 1988). No México foi
desenvolvido um fertilizante para milho denominado “Fertilizante para Milho”, que tem sido
usado com sucesso visto a sua aplicacdo em 5.000 ha no ano de 1993 (OKON &
LABANDERA-GONZALEZ, 1994; FERREIRA, 2008). Entretanto, nenhum desses
inoculantes introduzidos no mercado mundial apresentou comprovada eficiéncia quando
testados no Brasil (CAMPOS et al., 1999; FERREIRA, 2008). Essa ineficiéncia esta
associada a dificuldade apresentada pelos microrganismos presentes neste inoculante de se
adaptarem as caracteristicas tropicais climaticas e do solo apresentadas pelo Brasil.

Se considerarmos a area plantada com as quatro culturas citadas acima (arroz, trigo,
milho e cana-de-agUcar), pode-se projetar que a diminuicdo de fertilizantes com a aplicacéo
de nitrogénio, no Brasil, seria em torno de bilhdes de reais ao ano, além de proporcionar
beneficios indiretos como a geracdo de empregos na industria de inoculantes e na agricultura,
ainda ter-se-ia os beneficios diretos ao meio ambiente (FERREIRA, 2008).

Estudos de inoculagcdo em trigo com a estirpe JAO4 de A. brasilense acrescido da
adubacdo com 15 kg N.ha® demonstraram um aumento no nitrogénio-total e producdo de
gréos, resultados estes similares ao tratamento que recebeu 60 kg N.ha™ (DIDONET et al.,
1996).

Ja na cultura do milho, experimentos com o inoculante “Graminante” a base de
Azospirillum spp., os tratamentos com inoculacdo e aplicacdo de adubacdo nitrogenada
obtiveram producdo de 6404 kg ha™, no tratamento sem inoculacdo, a producdo foi de
5500kg.ha® (CAVALLET et al., 2000). Estes autores concluiram que dependendo da
disponibilidade de nitrogénio a inoculagédo das sementes aumentou a producéo em 30%.

Resultados semelhantes foram encontrados por DALLA SANTA et al. (2004) em
experimentos de inoculagdo em milho em condicGes de campo, por dois anos consecutivos,
com Azospirillum sp estirpes RAM-7 e RAM-5. Esses autores observaram que com 0 uso
dessas estirpes possivel de reduzir em 40% a quantidade de fertilizacdo nitrogenada
recomendada em cada experimento.

Embora o Brasil seja referéncia mundial em fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) em
plantas ndo leguminosas como, por exemplo, o arroz, trigo, milho e cana-de-agucar e de ser o
responsavel pela identificacdo de diversas bactérias diazotroficas dos géneros Herbaspirillum,
Azospirillum, Glucanacetobacter, Burkholderia, ainda n&o existe no mercado nacional um
biofertilizante comercial destinado a estas culturas em contraste aos paises como Argentina,
México e EUA que ja comercializam produtos com essas bactérias. Este fato que pode ser
explicado pela baixa reprodutibilidade na resposta da planta a inoculacédo, entretanto, vale
lembrar que diversos autores observaram uma economia de até 50 kg de N. ha*, em algumas
plantas ndo leguminosas (BALDANI et al., 2000; FERREIRA et al., 2003; FERREIRA,
2004; GUIMARAES et al., 2007).

2.6 Bioprocessos

O extraordinario potencial metabolico envolvido na sintese e degradacdo das mais
variadas estruturas quimicas por bactérias, fungos, algas e protozoarios esta distribuido em
microrganismos com caracteristicas fisiologicas muitas vezes peculiares (PEREIRA JR et al.,
2008), e ¢ este potencial que a industria de bioprocessos visa conhecer e maximizar a fim de
obter um produto de consideravel valor agregado para fins comercias.

A Figura 2.5 demonstra o esquema geral de um bioprocesso, onde se buscou ressaltar
0s pontos essenciais. Como pode ser observado, 0 sucesso deste processo depende muito da
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correta definicdo de quatro pontos basicos: 0 microrganismo a ser utilizado, o meio de cultura,
a forma de condugdo do processo fermentativo e as etapas de recuperagdo do produto
(downstream).

Na verdade, esses quatro pilares interagem enormemente, sendo necessario defini-los
de forma conjunta, levando em consideracao os aspectos bioldgicos e econdmicos, o0 que torna
bastante complexa essa definicdo (SCHMIDELL et al., 2001).

Microrganismo '
Selecionado o | . "
: Matérias-Primas | o Melo de Culture
| Selecionado
Preparo de Indculo: \—E—sterilizaciii
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Figura 2.5 — Esquema geral de um bioprocesso (SCHMIDELL et al., 2001).

2.6.1 Meios de cultivo para producéo industrial

Segundo Schuller (1998), os meios selecionados para o isolamento e cultivo de
microrganismos podem ser classificados, quanto a sua finalidade, da seguinte maneira:

v Meios de cultura gerais, que permitem o desenvolvimento da maior parte dos
principais grupos de microrganismos.
v Meios de cultura seletivos, que permitem a proliferacdo de grupos especificos

de microrganismos, enquanto inibem o crescimento de outros. A seletividade deve-se a
utilizacdo de compostos inibidores, escolha do pH apropriado ou a omissdo de nutrientes
especificos.

v Meios de cultura diferenciais, que permitem a distincdo de um grupo de
microrganismos com caracteristicas especificas como, por exemplo, atividade lipolitica ou
proteolitica (JARVIS E WILLIAMS, 1987; SCHULLER, 1998).

Apos definida a finalidade do meio de cultivo, a sua formulacdo deve levar em conta
as caracteristicas nutricionais do microrganismo a ser cultivado. Sabe-se que ndo existe uma
formulacdo Unica para o desenvolvimento de microrganismos em condigdes artificiais, sendo
assim, a composicdo do meio devera ser sempre que possivel, 0 mais parecida com as
caracteristicas do “habitat” natural dos microrganismos em estudo (MOO-YONG, 1985).
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Quanto a sua composi¢cdo os meios sao classificados em complexos ou quimicamente
definidos. Os meios complexos sdo formulados com base em subprodutos industriais e
extratos naturais, tais como: melaco, milhocina, extrato de levedura e outros. Sua composi¢édo
é complexa e variavel e contém varias fontes de cada elemento (PEREIRA JR et al., 2008).
Estes meios frequentemente requererem suplementacdo alguns elementos, tais como: N, Mg e
P. Os meios complexos sdo extensamente utilizados em Microbiologia basica (taxionomia,
fiosiologia e genética), Microbiologia de aguas e de alimentos e em Fermentacfes industriais.
Exemplos de componentes de meios complexos encontram-se na Tabela 2.5.

Tabela 2.5 — Exemplos de componentes de meios complexos industriais (Pereira Jr et al.,

2008).

Componente Origem
Melaco IndUstria agucareira
Milhocina Subproduto do processamento de milho
Licor sulfitico Efluente da industria de polpa e papel
Soro/permeado de soro de leite Subproduto do processamento de queijo
Vinhoto Subproduto da producdo de etanol
Farinha de soja e pescado Industrializagdo da soja e pescado
Extrato de levedura Industria de levedura de panificacdo
Glicerol Subproduto da industria de biodiesel

Os meios quimicamente definidos sdo formulados com compostos puros, tais como:
glicose, sulfato de amonio, fosfato mono ou di &cido de potassio etc. Sua composicao quimica
é conhecida e reproduzivel, contendo fontes de cada elemento e dos nutrientes essenciais
requeridos. Estes meios sdo usados preferencialmente em pesquisa e desenvolvimento de
bioprocessos (PEREIRA JR et al., 2008).

Alguns outros aspectos sdo apontados por Schmidell (2001) como fundamentais para
que se estabeleca a viabilidade do bioprocesso no ambito tanto produtivo quanto econémico:

v Ser 0 mais barato possivel;

v Ter composicao relativamente fixa;

v Permitir algum tempo de armazenagem;

v Né&o imputar dificuldades nos processos de Downstream;

v Auxiliar no controle do processo, evitando variacGes drasticas de pH, ou

formacgéo excessiva de espuma.

2.6.2 Cineética de bioprocessos

O estudo cinético de um processo fermentativo consiste inicialmente da analise dos
valores de concentracdo de um ou mais componentes do sistema de cultivo, em fun¢do do
tempo de fermentacdo. Entende-se por componentes do sistema de cultivo o microrganismo
ou biomassa (X), os produtos do metabolismo ou metabdlitos (P) e os nutrientes ou substratos
(S) que compBem o0 meio de cultura, tais valores experimentais de concentracdo quando
representados em funcdo do tempo, permitirdo os tracados das curvas de ajuste e s&o
indicados por X=X(t), P=P(t) e S=S(t) (HISS, 2001; PAGNONCELLI, 2008).

A quantificacdo destes parametros € de muita importancia para o dimensionamento de
uma instalacdo produtiva, uma vez que eles representam parte de um conjunto de dados
cinéticos essenciais a transposicdo de um experimento de laboratorio para a escala industrial.
A cinética possibilita tambem uma comparacéo entre as diferentes condi¢des de cultivo, por

24



intermédio de variaveis como: as velocidades de transformacdo e os fatores de conversao.
Quando o tempo de duracdo da fermentacdo for de importancia primordial por razdes
econbmicas, as produtividades devem ser empregadas como referéncias numericas, em vez de
algum fator de converséo (HISS, 2001; PAGNONCELLI, 2008).

As taxas de crescimento do microrganismo (ry), de consumo do substrato (rs) e de
formacéo do produto (rp) séo definidas nas equacoes (1) (2) e (3), respectivamente.

dX
r, =— 1
X =t )
ds
r(=——0 2
ST T gt (2)
dP
r,=— 3
P = 3)

A taxa de crescimento celular, quando avaliada no momento de crescimento maximo,
passa a ser denominada de produtividade em biomassa. No caso de se considerar o produto
em crescimento maximo denomina-se produtividade do produto (HISS, 2001;
PAGNONCELLLI, 2008).

Considerando um sistema de cultivo descontinuo pode-se observar que a medida que a
concentracdo celular aumenta a transformacdo do substrato em produto também sofre
aumento. Analisando as taxas instantaneas de cada parametro com relacdo a concentracdo
microbiana em determinado momento, obtém-se as velocidades especificas de crescimento
(Mx), de consumo de substrato (s) e de formagdo de produto (M), conforme descrito nas
equacoes (4) (5) e (6), respectivamente.

1 dX
=—— 4
Hyx X dt (4)
1(-dS
— | =2 5
Hs X[ dtj 5)
1dP
—_ - 6
Mo =% ©

Considerando um determinado tempo t de fermentacdo, os correspondentes valores de
X, S e P podem ser relacionados entre si através dos fatores de conversao, definidos nas
equacoes (7) (8) e (9), como fator de conversdo de substrato em biomassa (Yys), biomassa em
produto (Yy) e substrato em produto (Ys), respectivamente.

X=X

Yxis = S, _SO ()
P_

Ye/x :X——XOO (8)
P_P

Yors :So——g )

Onde: X, = Biomassa inicial (g); So = Substrato inicial (g) e Po= (Q).
O microrganismo ou agente ativo promove a transformacgdo dos componentes do meio
em produtos gracas as atividades de diversas enzimas que, por sua vez, sdo sintetizadas pelo
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préprio microrganismo, sendo essas sinteses controladas pelo meio externo (fenémenos de
inducdo e repressdo) (HISS, 2001; PAGNONCELLLI, 2008).

Durante o crescimento celular sdo observadas diferentes fases neste processo. Elas
foram enumeradas e descritas conforme Figura 2.6.

o t; [ t,
Figura 2.6 — Curva de crescimento do microrganismo em cultivo descontinuo, representada
em ordenadas lineares (A) e semilogaritmica (B). As sete fases estdo descritas no texto (HISS,
2001).

1. Fase “lag” ou de laténcia: ¢ um periodo de adaptacdo durante o qual a célula
sintetiza as enzimas necessarias ao metabolismo dos componentes presentes no meio. Nao
ocorre reproducdo celular e assim X=Xo= constante. A duracdo desta fase é determinada pela
concentracdo do inoculo e pelo estado fisioldgico das células.

2. Fase de transicdo: é o inicio da reproducdo propriamente dita. Ocorre o
aumento gradual da velocidade de reproducdo (Eq. 1) e da velocidade especifica de
crescimento (Eq. 4).

3. Fase logaritmica ou exponencial: nessa fase a velocidade especifica de
crescimento é constante e maxima (Ux = Mmax). A velocidade é diretamente proporcional a
concentracdo celular.

4. Fase linear de crescimento: é a fase que apresenta velocidade de reproducéo
constante.
5. Fase de desaceleracdo: devido ao esgotamento de um ou mais componentes do

meio de cultura e, também, devido ao acimulo de metabdlitos inibidores, as velocidades de
crescimento especificas diminuem até se anularem.

6. Fase estaciondria: nessa fase a concentracdo celular atinge o valor méximo e
constante Xmax, h& um equilibrio entre as velocidades de crescimento e de morte celular.
7. Fase de declinio ou lise: A velocidade de morte celular excede a velocidade de

crescimento. Durante esta fase ocorre “lise” celular, autdlise ou rompimento dos
microrganismos, provocado pela acéo de enzimas intracelulares (HISS, 2001).
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2.6.3 Biorreatores e Bioprocessos

A mistura reacional, constituida de meio (de cultivo ou para conversdo enzimatica) e
agente bioldgico, é processada em biorreatores, onde deverdo ser mantidas as condicdes
Otimas para o agente bioldgico expressar o maximo de sua atividade catalitica, seja através do
metabolismo da célula ou de simples reacdo enzimatica. Quando se tratar de um processo
puramente enzimatico, o meio reacional é adicionado de unidades de atividade enzimética e a
catalise é realizada também em biorreatores para maximo de conversdo e produtividade
(PEREIRA JR et al., 2008).

Ainda segundo Pererira Jr (2008), qualquer que seja a configuracdo escolhida para
processos conduzidos com rigor estéril, a construcdo do biorreator deve atender aos seguintes
requerimentos:

v passivel de ser esterilizado quando culturas puras sao empregadas;

v deve ser de simples geometria e construcao;

v deve conter um numero minimo de flanges e soldas;

v ndo deve conter zonas mortas;

v material deve possuir rugosidade superficial minima;

v deve ter capacidade de suportar altas pressdes, particularmente em
bioprocessos nos quais esterilizacdo € requerida;

v deve apresentar 6timas condicdes de mistura (baixo e uniforme cisalhamento) e
permitir uniforme suspensdo de solidos;

v deve possuir condi¢bes de fluxo claramente definidas, com alimentacdo de
substrato compativel com as taxas de metabolizacéo;

v deve possibilitar adequado transporte de massa, particularmente em relacdo a
transferéncia de oxigénio, em processos aerados;

v adequada instrumentacdo para 0 monitoramento e controle (on line ou off line)
das variaveis de processo;

v deve prever o controle de espuma;

v flexibilidade, podendo ser empregado em outros bioprocessos;

v estabilidade a longo termo;

Encontram-se indicadas na literatura varias formas possiveis de classificar os
biorreatores, como por exemplo: quanto ao tipo de biocatalisador (células ou enzimas); quanto
a configuracao do biocatalisador (células/enzimas livres ou imobilizadas); quanto a forma de
agitar o liquido no biorreator.

Dentre as varias classificaces abordadas nos livros-textos que abordam o tema
biorreatores, uma das mais abrangentes é a de Kleinsteuer (Tabela 2.6), que apresenta uma
classificacdo mista, com base no tipo de biocatalizador empregado e na configuracdo do
mesmo (SCHMIDELL & FACCIOTTI, 2001).
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Tabela 2.6 — Classificacao geral de biorreatores (KLEINSTEUER, 1986; SCHMIDELL &
FACCIOTTI, 2001).

CLASSIFICACAO GERAL DOS BIORREATORES

(I) Reatores em fase aquosa (fermentagio submersa)

(I.1) Células/enzimas livres
* Reatores agitados mecanicamente (STR: “stirred tank reactor”)
* Reatores agitados pneumaticamente
* Coluna de bolhas (“bubble column”)
* Reatores “air-lift”
* Reatores de fluxo pistonado (“plug-flow”)

(L.2) Células/enzimas imobilizadas em suportes
» Reatores com leito fixo
* Reatores com leito fluidizado
* Qutras concepg¢oes

(I.3) Células/enzimas confinadas entre membranas
* Reatores com membranas planas
¢ Reatores de fibra oca (“hollow-fiber”)

(IT) Reatores em fase ndo-aquosa (fermentacao semi-sélida)
* Reatores estaticos (reatores com bandejas)
* Reatores com agitacdo (tambor rotativo)
¢ Reatores com leito fixo
e Reatores com leito fluidizado gés-sélido

Também conhecidos como tanques de mistura, pode-se afirmar que os Stirred Tank
Reactor - STR (Figura 2.7) sdo os mais amplamente empregados, constituindo cerca de 90%
do total de biorreatores empregados industrialmente (SCHMIDELL & FACCIOTTI, 2001).
Embora ndo necessariamente ideais, 0s tanques agitados apresentam versatilidade e fornecem
bons resultados para uma grande gama de bioprocessos. Isto é particularmente importante
para as companhias farmacéuticas, pois diferentes substancias podem ser produzidas no
mesmo biorreator durante o seu tempo de vida. Adicionalmente, os investimentos em capital
para a construcdo destes equipamentos sao normalmente recuperados na comercializagdo do
primeiro produto.

Apesar de sua flexibilidade, pois podem ser empregados para uma grande gama de
bioconversbes, os biorreatores do tipo STB apresentam certas desvantagens, como por
exemplo: demandam grande aporte de energia para a agitacdo mecénica, tendem a afetar a
morfologia celular, sdo de dificil escalonamento e tém de ser cuidadosamente projetados para
produzir adequada mistura e aeracdo (PEREIRA JR et al., 2008).
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Figura 2.7 — Viséo geral de um biorreator agitado mecanicamente (THIEMANN, 2001).

2.6.4 Conducao de bioprocessos

A baixa produtividade de um processo descontinuo motivou a partir da década de 50
um maior desenvolvimento na area de reatores. Grandes avangos nessa area favoreceram o
sucesso de muitos processos fermentativos. A conducdo de processos fermentativos em
biorreatores pode ser realizada de vérias formas: processos descontinuos, semicontinuos,
descontinuos alimentados (fed-batch) e continuos (SCHMIDELL & FACCIOTTI, 2001).

2.6.4.1 Bioprocesso descontinuo

S3o também conhecidos por bioprocesso em batelada ou descontinuo (Figura 2.8). E a
forma mais utilizada em bioprocessos, onde ao meio de cultivo é adicionada uma suspensao
celular e o processo € transcorrido, sem adi¢cbes de meio novo, nem retiradas de meio
reacional durante o seu curso. Segundo Pereira Jr et al. (2008), a batelada simples é
caracterizada pela alteragdo nas condicGes ambientais a todo instante do bioprocesso (as
concentracdes de nutrientes sdo reduzidas e de células, produtos e sub-produtos aumentadas).
Esse processo pode levar a baixos rendimentos e/ou produtividade quando o substrato,
adicionado de uma s6 vez no inicio do bioprocesso, exerce efeitos de inibicdo ou represséo,
ou ainda desvia o metabolismo celular a produtos que nédo interessam. (CARVALHO &
SATO, 2001a; PAGNOCELLLI, 2008).
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Figura 2.8 — Batelada com recuperacdo de inoculo (PEREIRA JR et al., 2008).

2.7 Ferramentas de Otimizacéo e Planejamento Experimental

Com o avanco dos conhecimentos em Biotecnologia, a utilizagdo de microorganismos
como agentes transformadores da matéria tem sido amplamente empregada nos mais diversos
setores industriais. Por se tratar de processos envolvendo organismos Vivos e,
consequentemente, reacfes bioquimicas complexas, 0 emprego de ferramentas estatisticas,
como o Método de Superficie de Resposta (MSR), tém sido uma Otima alternativa para a
viabilizagdo e otimizacao de bioprocessos.

Pode-se definir o MSR como um conjunto de técnicas frequentemente utilizadas em
estudos de processos para a investigagdo qualitativa e quantitativa, explorando os efeitos de
variaveis de entrada (parametro) e variaveis de saida (respostas). Através de um planejamento
de experimento pode-se extrair grande numero de informacgdes Uteis, permitindo a
investigacdo do processo em uma faixa ampla de variacdo (NETO et al., 1996). Esse tipo de
experimentacdo tem sido fortemente aplicado ao desenvolvimento de meios de cultura, uma
vez que normalmente varios componentes de um substrato podem ter efeito direto sobre as
respostas de um sistema bioldgico. Por conseguinte, o uso dessas ferramentas permite maior
eficiéncia e economia do processo, pois reduz o numero de experimentos (RODRIGUEZ e
IEMMA, 2005).

Os experimentos de exploracdo (screening) sdo realizados geralmente nas primeiras
etapas de um projeto quando muitos dos fatores inicialmente séo considerados relevantes, mas
que na realidade tém pouco ou nenhum efeito significativo sobre a resposta. Os fatores que
sdo identificados como relevantes, sdo avaliados posteriormente, com maior detalhe, em
outros desenhos fatoriais, Este tipo de planejamento fatorial fracionado é uns dos mais
empregados para o planejamento de processos e produtos (MONTGOMERY, 1991,
RODRIGUES e IEMMA, 2009).

Dentre os delineamentos padrdes, o Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR) é considerado o delineamento otimo, o0 qual requer poucos ensaios para sua
realizacdo e normalmente sdo antecedidos pelos planejamentos fatoriais fracionados,
executados para a reducdo de variaveis. A partir de um DCCR é possivel obter os valores de
erro experimental, os modelos matematicos que descrevem o comportamento das variaveis
perante uma resposta de interesse industrial, além de expressar as superficies de resposta para
0S Mesmos.
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Este delineamento possui caracteristicas interessantes para a busca do ponto que
forneca a melhor resposta, que consiste em um numero menor de tratamentos em relagéo aos
fatoriais completos e pode ser realizado sequencialmente, de forma a caminhar no sentido da
otimizagdo do sistema (RODRIGUES & IEMMA, 2005).
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3 MATERIAIS E METODOS

Os experimentos deste trabalho foram realizados no Laboratorio de Bioprocessos do
Centro Nacional de Pesquisas em Agrobiologia — CNPAB da Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria — EMBRAPA, localizada em Seropédica — RJ, sob a supervisdo do pesquisador
responsavel Dr. Luis Henrique de Barros Soares.

3.1 Microrganismo

Foi utilizada neste trabalho a linhagem de Azospirillum amazonense BR-11145 isolada
por Magalhdes et al. (1983) e mantida sob criopreservacdo no Laboratorio de Colecdo de
Culturas do Centro Nacional de Pesquisa de Agrobiologia - CNPAB.

3.2 Meios de Cultura

O cultivo do A. amazonense foi realizado em diferentes tipos de meios de cultura que
foram utilizados de acordo com a finalidade do experimento. Foram utilizados meios sélidos
nos experimentos envolvendo a caracterizacdo morfolégica do microrganismo, a
quantificacdo numérica de coldnias e a verificacdo de pureza do in6culo. Também foram
utilizados meios liquidos nos experimentos destinados a producdo de indculo, simplificacdo
de meios complexos, na construcdo das curvas cinéticas de crescimento microbiano, assim
como na otimizacdo das condicdes de processamento em biorreator.

3.2.1 Solucgbes-estoque

Os diferentes meios de cultura utilizados nos cultivos do A. amazonense exigiram o
preparo de diversas solugdes de uso rotineiro, que foram denominadas solugdes-estoque e
estdo relacionadas a seguir (todas as porcentagens sdo em massa/volume):

Solucdo de MgS0,.7H,0 a 10%;

Solucédo de NaCl a 10%;

Solucéo de CaCl,.2H,0 a 1%;

Solucdo de Fe EDTA a 1,64%;

Solugéo de micronutrientes

Solucdo alcodlica de azul de bromotimol a 5%; (solu¢do 0,5% em 0,2N KOH)
Solucdo de vitaminas para meio de cultura
Solucdo de Na;Mo,4.2H,0 a 0,1%j;
Solucdo de FeCl3.6H,0 a 1%;

Solucéo de K;HPO, a 10%;

Solucdo de KH,PO, a 10%;

A solucdo de Fe EDTA foi preparada misturando-se 16,0 g de Na, EDTA (saldi-
sodico do &cido etileno diaminotetra-acético) com 11,95 g de FeSO,4.7H,0 e 950 mL de agua,
aquecendo-se até dissolucéo e, apos resfriamento, completando-se o volume até 1,0 litro.

A solucdo de micronutrientes é composta por (DOBEREINER, 1999):
. 0,04 g/L CuS04.5H,0;
. 1,20 g/L ZnSO,.7H,0;
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J 1,40 g/L H3BOs3;
J 1,00 g/L NazM00,.2H,0
J 1,175 g/L MnSQO4.H,0.

A solucéo de vitaminas continha (DOBEREINER, 1995):
o 10 mg/L biotina
. 20 mg/L piridoxol-HCI

Esta solucédo foi dissolvida em banho-maria e completada o volume para 100mL com
agua destilada, em seguida foi filtrada e mantida a solu¢do em geladeira.

Para os procedimentos de diluicdo do indculo, foi utilizada uma solucdo salina
composta por NaCl 0,85% (p/v).

3.2.2 Meio LGI

Este € um meio semi-seletivo desenvolvido para o isolamento de Azospirillum
amazonense. Sua composicao, por litro, consiste de:
o 5 g de Acucar Cristal
2 mL de Solucdo de K;HPO4 a 10%;
6 mL de Solucéo de KH,PO,4 a 10%;
2 mL de Solucdo de MgS0O,4.7H,0 a 10%j;
2 mL de Solucédo de CaCl,.2H,0 a 1%j;
2 mL de Solucao de Na;Mo4.2H,0 a 0,1%);
1 mL de Solucéo de FeCl3.6H,0 a 1%;
5 mL de Solucdo de Azul de Bromotimol
1 mL de Solugdo de Vitamina para Meio de Cultura (DOBEREINER et al.,

1999).

O pH foi ajustado em 6,2 utilizando-se uma solucgéo de acido sulfarico 10% (v/v). Para
sua utilizacdo como meio sélido adicionou-se 15¢/L de &gar bacteriolégico e 20mg/L de
extrato de levedura em sua composicdo. No uso como meio liquido foi retirado o indicador,
azul de bromotimol, com a finalidade de se evitar a variacdo da coloragdo do meio causada
pela producao de acido pela bactéria durante a fermentacao.

3.2.3 Meio batata

Este meio semi-seletivo é utilizado para realizar a purificacdo de bactérias
diazotroficas e para o crescimento de Azospirillum spp e Herbaspirillum spp. Sua
composicao, por litro de meio, consiste de:

200 g de batata;

2,5 g de acido malico;

2,5 g de agucar cristal;

2 mL de solucdo de micronutrientes para meio de cultura;

1 mL de solucdo de vitaminas para meio de cultura. (DOBEREINER et al.,

1999).
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Para o preparo do meio batata foram seguidos 0s seguintes passos: Colocou-se
aproximadamente 50 mL de &gua destilada em um erlenmeyer de 100 mL e adicionou-se 2,5
g de acido malico e 2 gotas de azul de bromotimol (sol. 0,5% em 0,2 N de KOH). Acertou-se
0 pH da solugdo em 6,8 (cor verde) utilizando solugdo de KOH a 10%. Adicionou-se a esta
solucdo 2,5 g de acucar cristal, 2 mL de solucdo de micronutrientes para meio de cultura e 1
mL de solucdo de vitamina para meio de cultura, agitou-se levemente. Pesou-se 200 g de
batata inglesa, descascou-se, lavou-se, cortou-se em pedacos grandes cozinhou-se durante 30
minutos. Depois de cozida, filtrou-se a batata com algodéo e juntou-se ao filtrado a solugéo
vitaminada de acido malico recém preparada. Completou-se o volume para I000 mL com agua
destilada. Para sua utilizagcdo como meio sélido adicionou-se 15g/L de &gar bacterioldgico.

3.2.4 Meio Yeast Mannitol Broth - YMB

Meio € utilizado para o crescimento de Rhizobium, porém se for para crescimento
lento usar manitol como fonte de carbono. E para crescimento rapido usar Acucar Cristal
como fonte de carbono. (Dobereiner et al., 1999). No caso de crescimento do A. amazonense
fez-se uso do acucar cristal como fonte de carbono, uma vez que este microrganismo é capaz
de consumir sacarose diferentemente da maioria das outras espécies de Azospirillum sp.

10 g de acucar cristal;

1 mL de solucéo de K;HPO4 a 10%;

4 mL de solugédo de KH,PO,4 a 10%);

2 mL de solucdo de MgSO,4.7H,0 a 10%;
1 mL de solucéo de NaCl a 10%;

0,4 g extrato de levedura;

5 mL de solucéo de azul de bromotimol.

O pH foi ajustado para 6,8 com solucdo de KOH a 10% e/ou H,SO, a 10%.
Completou-se o volume para 1000 mL com agua destilada. Para uso como meio sélido
adicionou 15 g/L de agar bacterioldgico.

3.2.5 Meio Dextrose Yeast Glucose Sucrose — DYGS (modificado)

Este meio € considerado um meio rico para favorecer o crescimento de bactérias em
menor tempo de incubagéo, e tem sua composicao por litro descrita a seguir:

2,0 g de glicose;

2,0 g de 4cido malico;

1,5 g de peptona bacterioldgica;
2,0 g de extrato de levedura;
0,5 g de K;HPO, a 10%;

0,5 g de MgSQO,.7H,0 a 10%;
1,5 g de acido glutamico.

O pH foi ajustado para 6,8 com solucdo de KOH a 10% e/ou H,SO, a 10%.
Completou-se o volume para 1000 mL com agua destilada. Para uso como meio sélido
adicionou 15 g/L de agar bacterioldgico.
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3.3 Preparo de Estoque de Bactérias

A partir de uma placa de petri com meio LGI sélido contendo colbnias puras do A.
amazonense BR-11145, cedida pelo Laboratério de Colecdo de Culturas do CNPAB, esta
estirpe foi repicada em meio tubos de ensaio contendo 5 mL de meio DYGS e incubado em
shaker a 30 °C e 150 rpm por 24 h. Ao termino deste periodo o contetudo do tubo foi vertido
em um erlenmeyer de 250 mL contendo 95 mL do mesmo meio e incubado nas mesmas
condicdes anteriores. O crescimento bacteriano foi monitorado através da densidade oética
(DO), que foi medida em espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 600 nm. Ao atingir a
DOgoo = 1,0, foi acrescentada glicerina ao conteudo do erlenmeyer numa proporcao de 15%
(v/v). Esta suspensdo de bactérias foi distribuida em microtubos Eppendorf de 2,0 mL e
congelados em freezer.

3.4 Ensaios em Erlenmeyer

Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

3.4.1 Preparacao do pre-inoculo
Em tubos de ensaio contendo 5,0 mL do meio de cultura de interesse foram

acrescentados 0,5 mL da solucéo estoque de bactérias. Este sistema foi incubado em shaker a
30 °C e 150 rpm por 24 h.

3.4.2 Fermentacéao
O contetdo dos tubos de pré-indculo foi transferido assepticamente para frascos

erlenmeyers de 250 mL contendo 95 mL do mesmo meio de cultivo. Os frascos foram
incubados em shaker a 30 °C e 150 rpm por 24 h.

3.4.3 Parametros analisados em shaker

Em cada amostra dos ensaios em shaker foram determinados:

. Crescimento de celular (DOgoonm);
. Concentracdo celular (massa seca, g/L)
. Concentracdo de compostos indélicos (mM)

3.5 Ensaios em Biorreator

3.5.1 Biorreator

Foi utilizado um Biorreator da marca Sartorius Stedium Biostat B-Blus Twin, com
capacidade de 2,0 L para os ensaios em batelada, com controle da frequéncia de agitacdo
(RPM), de vazdo de ar (LPM), temperatura (°C) e oxigénio dissolvido (%, pO,) e
monitoracdo automatica de pH por adicdo de solu¢do de H,SO, 2,5% (v/v) ou KOH 5,0%
(V/v).

A esterilizacdo do meio de cultura, do biorreator, e dos filtros de ar e frasco com anti-
espumante e solugdes controladoras de pH foi efetuada em autoclave a 121°C por 20 minutos.
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3.5.2 Preparacdo do pré-inéculo

O indculo dos ensaios em biorreator foi preparado adicionando-se 1,0 mL da solugéo
estoque de microrganismos em erlenmeyers de 250 mL com 100 mL de meio utilizado no
biorreator. Em seguida foram incubados em shaker nas mesmas condigdes de aeracao,
agitacdo e temperatura em que o biorreator fosse operado para cada experimento.

3.5.3 Inoculagdo do biorreator

A inoculacdo do biorreator foi feita assim que o indculo atingisse a DOgoonm ~2, 0. O
volume de inoculo foi de 5,0 % do volume total no biorreator.

3.5.4 Amostragem e estocagem

Para possibilitar a coleta de amostras de forma asséptica, foram utilizados microtubos
estéreis e auxilio do bico de Bunsen. Estas amostras foram estocadas em freezer até serem
analisadas.

3.5.5 Parametros analisados em biorreator
Em cada amostra dos ensaios foram determinados:

Crescimento celular (DOgoonm);

Concentracéo celular (Massa Seca, g/L);

Concentracdo de compostos indélicos (mM);

Consumo das fontes de carbono: glicose, sacarose e glicerol.

3.6 Planejamento Experimental

A parte experimental deste trabalho foi subdividida em quatro etapas basicas: 1)
Testes preliminares; 2) Simplificagdo do meio de cultura; 3) Otimizacdo das condigdes de
processo em biorreator; e 4) Substituicdo da fonte de carbono. Para concretizacdo destas
etapas foram propostos cultivos isolados, assim como experimentos complexos de otimizagédo
envolvendo cruzamentos de variaveis sugeridos pelo aplicativo Statistica 10.0.

3.6.1 Testes preliminares
Foram realizados cultivos de A. amazonense em erlenmeyer, segundo oS

procedimentos descritos nos itens 3.4.1 e 3.4.2, utilizando os meios LGI, DYGS e YMB, com
a finalidade de avaliar a producédo de biomassa em cada um destes substratos.
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3.6.2 Simplificacdo do meio de cultura

Partindo do principio de que o DYGS € um meio rico, complexo e proporciona aos
microrganismos um crescimento acelerado, ele foi definido como meio base para o estudo do
cultivo do Azospirillum amazonense.

Utilizando o apliclativo Statistica for Windows versdo 10.0 estabeleceu-se uma
sequéncia as matrizes combinatdrias experimentais, FFO1, FF02, FF03 e FF04, onde a
simplificacdo do meio DYGS se deu pela variagdo das concentragdes de cada componente do
mesmo assim como a reducdo do numero destes componentes. A andlise estatistica dos
resultados foi realizada através deste aplicativo (Experimental Design), sendo que as variaveis
respostas destes planejamentos foram: Produgéo de biomassa (g/L) e Produgéo de compostos
inddlicos (MM).

3.6.2.1 Delineamento fatorial fracionado 01 — FF01

A matriz experimental foi elaborada para a simplificacdo do meio DYGS integral,
onde foram especificadas como varidveis de entrada: glicose, acido malico, peptona
bacterioldgica, extrato de levedura, fosfato dibasico de potassio, sulfato de magnésio e cido
glutamico. Foi empregado um planejamento fatorial fracionado 2" realizando-se um total de
19 experimentos (Tabela 4.1), sendo 16 combinacdes distintas e 3 no ponto central. Este
fatorial apresentou dois niveis relativos ao ponto central (composic¢ao original do meio), o
nivel inferior (-1), onde as variaveis apresentaram uma reducdo de 50% em seu valor, e 0
nivel superior (+1), onde as variaveis tiveram um acréscimo de 50%. Estes valores estdo
descritos na Tabela 4.2 das variaveis codificadas.

3.6.2.2 Delineamento fatorial fracionado FF02 e FF03

No delineamento FF02 foram avaliadas combinagdes utilizando o meio DYGS sem
acido glutamico, enquanto no FF03 o item excluido foi o &cido malico. Este delineamento
consistiu de um planejamento fatorial fracionado 2°°, realizando-se um total de 11
experimentos (Tabela 4.4 e Tabela 4.6, respectivamente), sendo 8 combinacgdes distintas e 3
no ponto central. Os valores das variaveis estdo descritos na Tabela 4.1 (das variaveis
codificadas).

3.6.2.3 Delineamento fatorial fracionado 04

No FF04 foram avaliadas combinagdes utilizando o meio DYGS excluindo tanto o
4cido malico quanto o 4cido glutamico. Foi realizado um planejamento fatorial fracionado 2°
realizando-se um total de 11 experimentos (Tabela 4.8), sendo 8 combinagdes distintas e 3 no
ponto central. Os valores das variaveis estdo descritos na Tabela 4.1 (das variaveis
codificadas).
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3.6.3 Otimizacgao das condic¢des de processamento em biorreator

Utilizando o meio de cultura resultante do processo de simplificagdo obtido pelos
delineamentos fatoriais fracionados, foram realizados experimentos em biorreator com o
objetivo de otimizar as condicGes de aeracdo, agitacdo e maximizar a produgdo de biomassa.

3.6.3.1 Design Composto Central Rotacional - DCCR 01

Esta matriz experimental foi elaborada empregando um DCCR 23, realizando-se um
total de 17 experimentos (Tabela 4.15), sendo 8 combinagdes distintas, 6 nos pontos axiais e 3
no ponto central. Os niveis utilizados neste planejamento estdo apresentados na Tabela 4.14
(das variaveis codificadas).

3.6.4 Substituicao da fonte de carbono

Operando nas condi¢cbes otimizadas de bioprocessamento definidas ao término dos
experimentos do item 3.6.3.1, foram realizadas fermentac6es substituindo-se a glicose, fonte
de carbono do meio simplificado, por sacarose PA e, posteriormente, por glicerol puro
(glicerina PA).

3.7 Procedimentos Analiticos

Todas as analises realizadas a partir das amostras coletadas dos bioprocessos
propostos foram realizadas em triplicata.

3.7.1 Determinacao de agucares redutores pelo método do acido 3,5 —
dinitrossalicilico — DNS

A metodologia utilizada para determinar as concentragc6es da glicose nas fermentagdes
é descrita a seguir.

O reagente DNS é composto por:
. 0,25 g de &cido 3,5 dinitrossalicilico;
. 75 g de tartarato de sodio e potassio; (CHAPLIN, 1986).

No preparo deste reagente dissolveu-se os reagentes em 50 mL de solucdo aquosa de
NaOH 2M e diluiu-se a 250 mL com agua destilada. O procedimento analitico consistiu em
adicionar 1mL do reagente DNS a 100 pL de amostra, aquecer em Banho-Maria a 100 °C por
10 minutos, deixar resfriar, adicionar mais 1mL de dH,O e fazer leitura em espectrofotdmetro
a 570 nm. Para a construcdo das curvas padrdo foram utilizadas como amostras solucfes de
glicose (Sigma) nas concentracdes de 0; 2,5; 50; 7,5 e 10g/L. Estes dados foram
apresentados em gréaficos de dispersdo (X,Y) utilizando o Microsoft Office Excel 2010.
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3.7.2 Determinacéo de compostos inddlicos totais pelo método
colorimétrico de Salkowski

O reagente de Salkowski foi preparado fazendo-se uma modificagdo na composi¢ao
proposta por Gordon & Weber (1951), onde o HCIO, foi substituido pelo H,SO4. Assim, um
aliquota de 1 mL de FeCl3.6H20 0,5 M (1,35 g/10 mL) foi adicionado a 50 mL de H,SO,
(35%).

ConcentracOes crescentes de 0 a 100 mM de AIA (Sigma) foram utilizadas na
construcdo da curva de calibracdo empregando o método descrito por Sarwar & Kremer
(1995). Aliquotas de 150 uL de cada diluigdo foram transferidas para micro placas de
poliestireno de 96 pocos com capacidade de 300 uL por pogo. Em seguida, foram adicionados
100 pLL do reagente de Salkowski. Apos 30 minutos de reacdo no escuro a temperatura
ambiente, a intensidade da coloragdo foi avaliada em comprimento de onda (A) de 540nm
utilizando o espectrofotometro Labsystems iEMS Reader MF. Os dados de absorbancia foram
processados pelo programa Ascent Software for IEMS Reader MF e, posteriormente,
apresentados em um gréfico de dispersao (X,Y) utilizando o Microsoft Office Excel (2010).
(RODRIGUES et al., 2007).

3.7.3 Determinacdo da Absorbancia

A absorbéncia foi determinada diretamente no meio fermentado dos cultivos em
incubador rotativo e em biorreator. A leitura foi feita em espectrofotdmetro de UV visivel da
PG Instruments modelo T-60 no comprimento de onda de 600 nm. Como “branco”, utilizou-
se 4gua destilada. A leitura foi realizada na faixa de 0,02 a 0,90 de absorbancia. Quando
superior, diluiu-se a amostra 0 nimero de vezes necessarias.

3.7.4 Concentracéo celular massica (X)

Para efetuar a determinacdo da concentracdo celular homogeneizava-se a amostra e
filtrava-se um volume de 10 mL da suspensdo atraves da membrana Millipore (didmetro de
poro de 0,22 um), previamente pesada.

O residuo em conjunto com o filtro era colocado em estufa a 65 °C por 10 minutos
(tempo suficiente para obter peso constante). Decorrido esse periodo, transferia-se o conjunto
para um dissecador e, quando frio (apds aproximadamente 5 minutos), procedia-se a pesagem
e efetuavam-se os calculos.

3.7.5 Determinacéo das concentragdes de sacarose e glicerol

3.7.5.1 Instrumentacgdo

Na dosagem destes compostos fez-se uso um cromatografo Shimadzu (Shimadzu
Corporation, Japdo) composto pelos seguintes médulos: bomba (modelo LC-10AD), auto-
injetor (modelo SIL-10A), forno para coluna (modelo CTO-10AC) e detector UV-VIS
(modelo SPD-10AV) conectado em série com detector de indice de refracdo (modelo RID-
6A). A aquisicdo e o tratamento dos dados foram controlados pelo software LC Solution
(Shimadzu, Japéo).
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3.7.5.2 Metodologia

As amostras do meio fermentativo foram centrifugadas durante 5 minutos a 10000 rpm
e entdo filtradas em membrana Millipore de porosidade 0,22um antes de serem injetadas no
sistema cromatografico.

As curvas analiticas foram preparadas usando o método de adi¢do padrédo e o0 método
de padronizagdo externa nos seguintes niveis de concentracdo: 1, 3, 5, 7 e 10g/L do substrato
analisado.

A condigdo cromatografica empregada nestas analises foi: coluna Bio-Rad Aminex
HPX-87H com pré-coluna, fase movel consistindo de H,SO, 0,005mol/L, fluxo de
0,8mL/min e temperatura de 65°C. Tanto as concentragdes de sacarose quanto as de glicerol
foram determinadas através do detector de indice de refracdo (IR).

3.8 Calculo dos Parametros Cinéticos

A velocidade especifica maxima de crescimento (ux) e os fatores de conversédo de
substrato a células, de célula em produto e de substrato em produto, Yxs;s, Yeix , Yers,
respectivamente, e produtividades de biomassa (Px) e de produtos (Pp) foram calculados
conforme formulas do item 2.6.2.

Para determinar a fase de crescimento exponencial, foram tracadas curvas de In(X) em
funcdo do tempo. Apds tragadas as curvas, notou-se que 0s pontos podiam ser correlacionados
por uma reta e com isso foi possivel obter o uy (taxa especifica de crescimento), através de
uma regressdo linear (o coeficiente angular da correlagdo linear), segundo a equacdo (10)
(SILVA, 2006).

X
2=yt 10
= (10)

0
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Apresentam-se neste capitulo os resultados obtidos ao longo do desenvolvimento desta
dissertacdo e as discussdes a eles relacionadas. Na secdo 4.1 descrevem-se 0s testes
preliminares realizados com o objetivo de avaliar a evolugdo da biomassa em diferentes
substratos. Na secdo 4.2 sdo apresentados 0s ensaios para o aperfeicoamento do meio de
cultura, envolvendo a avaliagdo de rendimentos, custo e culminado com a defini¢cdo do novo
meio de cultura aperfeicoado. A otimizacdo das condi¢Ges operacionais para o cultivo do A.
amazonense em um biorreator é discutida na secdo 4.3 e os resultados dos ensaios com
diferentes fontes de carbono séo apresentados e discutidos na secao 4.4.

4.1 Testes Iniciais — Selecdo do Meio de Cultura

Os testes preliminares foram realizados em um agitador orbital a 30 °C e 150 rpm
durante 24 h com o objetivo de avaliar a evolugdo da biomassa em diferentes meios. Como
pode ser observado na Figura 4.1, os cultivos atingiram valores de densidade ética iguais a
2,274, 1,202 e 0,496 apods 24h, e 2,380, 1,137 e 0,970 em 48h, para 0os meios DYGS, YMB e
LGI, respectivamente.
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Figura 4.1: Evolucdo da biomassa de A. amazonense, em termos de densidade Otica
(DOsoonm), cultivados nos meios LGI (@), DYGS (m) e YMB (A).

Percebe-se que no meio LGI o crescimento ocorreu de modo mais lento, sendo que a
méaxima concentracdo s foi atingida apos aproximadamente 48h de cultivo. Apos 24h de
cultivo a cultura em meio DYGS entrou na fase estacionaria, enquanto que para o meio YMB
percebeu-se um ligeiro declinio. Em virtude de sua composi¢do ser mais rica e da relacéo
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entre fonte de carbono e nitrogénio, o cultivo em meio DYGS favoreceu a producdo e a
acumulacdo intracelular de substancias de reserva e protecdo, reconhecidamente metabolitos
como acidos organicos e biopolimeros que atuam como reservas energéticas e proporcionam
maior longevidade as células, fator importante para a manutencdo da viabilidade de um
inoculante agricola.

Segundo Tal & Okon (1985), bactérias do género Azospirillum sdo capazes de
acumular poli-B-hidroxibutirato (PHB), um material de reserva que permite as bactérias
resistirem as condigdes de estresse ambiental. Esta substancia pode ser acumulada de forma
diferenciada de acordo com o meio de cultivo utilizado e diversos estudos foram feitos para
que a estirpe apresentasse um conteudo elevado de PHB por ocasido do preparo do inoculante,
visando maior longevidade celular (BURDMAN et al., 1998).

Apesar do meio YMB ter apresentado o segundo melhor resultado, este possui em sua
composicao quase o dobro de fonte de carbono (10 g/L de sacarose), assim pode-se verificar
uma produtividade em 24h de cultivo (Px yms = 0,050 g/L.h), praticamente duas vezes menor
em relacdo para o0 meio DYGS (Px pyss = 0,095 g/L.h). Este fato estd, provavelmente,
relacionado com o diferente nivel de complexidade destes meios, uma vez que o DYGS ¢
composto por 2,0 g/L de glicose, 2,0 g/L de acido malico e 1,5 g/L de &cido glutamico,
totalizando 5,5 g/L em possiveis fontes de carbono e energia que podem ser assimilados mais
eficientemente pelo A. amazonense. Outro fator nutricional que pode ter influenciado o
desempenho destes cultivos é a diferente quantidade das fontes complexas de nitrogénio
disponiveis nestes substratos. Enquanto sdo encontrados presentes no meio DYGS extrato de
levedura (2,0 g/L) e peptona bacterioldgica (1,5 g/L), no meio YMB estdo disponiveis apenas
0,4 g/L de extrato de levedura e nenhuma fonte de nitrogénio no meio LGI, pois e acordo com
Ddbereiner (1999), este € um meio tradicionalmente usado para selecdo de microrganismos
diazotroficos.

Deste modo, com base nos resultados comparativos de produtividade obtidos para a
producdo de biomassa nos meios considerados e no potencial nutricional mais diverso, 0 meio
DYGS foi definido como meio de cultura basico a ser utilizado nos processos de otimizagédo
da producéo de A. amazonense propostos neste trabalho.

4.2 Aperfeicoamento do Meio de Cultura

Nesta secdo sdo apresentados os resultados de quatro experimentos, planejados com
auxilio da metodologia de fatoriais fracionados, com o objetivo de determinar a melhor
composicdo para 0 meio de cultura previamente selecionada através da avaliagdo dos
rendimentos e dos custos envolvidos.

4.2.1 Primeiro teste: Fatorial fracionado 2”3

Foi realizado um planejamento fracionado para avaliar o efeito de sete variaveis sobre
a producdo de biomassa, sendo estas os componentes do meio DYGS: glicose, acido maélico,
peptona bacterioldgica, extrato de levedura, fosfato dibasico de potéssio, sulfato de magnesio
e é4cido glutamico. Para tanto, foi empregado o planejamento fatorial fracionado 2"
denominado FFO1. Estabeleceu-se, para cada variavel, uma variacdo de 50% para mais e para
menos na quantidade padrdo de cada componente do meio DYGS, referentes aos niveis +1 e -
1, respectivamente. Na Tabela 4.1 s&o encontrados os valores usados em cada nivel das
variaveis dos planejamentos fatoriais.
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Tabela 4.1: Variaveis codificadas referentes aos planejamentos fatoriais fracionados FF01 a

FF04.

Componente (g/L) -1 0 +1
Glicose 1,00 2,00 3,00
Acido malico 1,00 2,00 3,00
Pep. bacteriana 0,75 1,50 2,25
Extr. levedura 1,00 2,00 3,00
K;HPO, 0,25 0,50 0,75
MgSO, 0,25 0,50 0,75
Acido glutamico 0,75 1,50 2,25

A matriz do planejamento 2 com a resposta para biomassa é apresentada na Tabela
4.2. Pode-se observar que os valores de biomassa obtidos neste experimento variaram entre
0,399 e 1,596 g/L. O menor valor foi obtido no ensaio n°16, quando foi empregado o meio
composto pelos niveis inferiores de todos os seus componentes, ja 0 maior valor corresponde
ao ensaio n°6, quando foram empregados os niveis superiores de glicose, peptona
bacterioldgica e sulfato de magnésio. Também se pode destacar os ensaios n°1 e n°4, uma vez
que apresentam valores acima de 1,5 g/L de biomassa. Os ensaios de n°17 a 19 correspondem
aos pontos centrais, neles foram obtidos resultados que variaram entre 1,053 e 1,102 g/L,
evidenciando uma boa repetibilidade do cultivo, uma vez que se tratam de repeti¢bes das

mesmas condicGes de tratamento.

Tabela 4.2: Matriz do planejamento FFO1 (2”°) e a resposta para bioma:ssa (g/L).

Ensaios  Glicose r’:\;:g:% baclzgfigggica IE\)/(etgitroa KeHPO, MgSO, gltﬁgr(:]?co BI(()S;SS&
1 1 1 1 1 1 1 1 1,537
2 1 1 1 -1 1 -1 -1 0,733
3 1 1 -1 1 -1 -1 -1 1,150
4 1 1 -1 -1 -1 1 1 1,502
5 1 -1 1 1 -1 -1 1 0,956
6 1 -1 1 -1 -1 1 -1 1,596
7 1 -1 -1 1 1 1 -1 1,358
8 1 -1 -1 -1 1 -1 1 0,781
9 -1 1 1 1 -1 1 -1 1,447
10 -1 1 1 -1 -1 -1 1 1,329
11 -1 1 -1 1 1 -1 1 1,298
12 -1 -1 -1 1 1 -1 1,055
13 -1 -1 1 1 1 -1 -1 0,598
14 -1 -1 1 -1 1 1 1 0,816
15 -1 -1 -1 1 -1 1 1 0,523
16 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 0,399
17 0 0 0 0 0 0 0 1,093
18 0 0 0 0 0 0 0 1,053
19 0 0 0 0 0 0 0 1,102
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Na Tabela 4.3 sdo encontrados os valores dos efeitos estimados das variaveis sobre a
biomassa. Analisando a um nivel de confianca de 90%, verificou-se que das 7 variaveis
somente a glicose, o acido malico e o sulfato de magnésio foram estatisticamente
significativos (p<0,10). Todos apresentaram efeitos positivos, indicando que ao passar dos
niveis inferiores para os superiores, de 1,0 para 3,0 g/L no caso da glicose e do acido malico,
e de 0,25 para 0,75 g/L no caso do sulfato de magnésio, ocorreu um incremento na producao
de biomassa. Deste modo, sugeriu-se que a utilizacdo de maiores quantidades destes
componentes na composi¢do do meio de cultura pode maximizar a produgéo de células.

Supde-se ter havido um efeito de compensacdo na producdo de biomassa nestes
ensaios causado pela presenca de trés diferentes fontes de carbono na composicdo do meio de
cultura estudado. Quando o microrganismo consumia totalmente um destes componentes,
possivelmente ocorria uma mudanca em seu metabolismo e comegava a consumir outro,
dando, entdo, prosseguimento a multiplicacdo celular. Outra hipotese € que diferentes rotas de
assimilacdo das fontes de energia estavam sendo usadas ao mesmo tempo, 0 que poderia
provocar uma situacdo de desperdicio metabdlico.

Tabela 4.3 — Estimativa dos efeitos para a varidvel Biomassa referente ao planejamento

FF01(2"9).

Variavel Efeito  Desvio Padrdao Valor p
Média 2,218 0,134 0,000
Glicose 0,556 0,293 0,084
Acido malico 0,784 0,293 0,021
Peptona 0,245 0,293 0,419
Ext. levedura 0,170 0,293 0,572
Ko,HPO, -0,188 0,293 0,533
MgSQO4 0,672 0,293 0,042
Acido 0,105 0,293 0,725
glutamico

Visto que a principal resposta avaliada neste estudo foi a biomassa, 0 comportamento
metabdlico apresentado pelas bactérias mascarou os efeitos de maximizacdo ou minimizagdo
que deveriam ser causados pelas mudancas de nivel de cada variavel, dai a necessidade da
realizacdo dos demais planejamentos fatoriais fracionados onde foram avaliados os efeitos das
variaveis com a eliminacdo do acido glutdmico (FF02), do acido malico (FF03) e de ambos
(FF04).

4.2.2 Segundo teste: Fatorial fracionado 2°°

No segundo teste, denominado experimento FF02, foi executado um planejamento
fatorial fracionado 2°° cuja matriz de ensaios é encontrada na Tabela 4.4, assim como as
respostas da biomassa e compostos inddlicos em termos de AlA. Os ensaios de n° 9 a 11
correspondem aos pontos centrais, neles foram obtidos resultados que variaram entre 0,347 e
0,381 g/L, evidenciando uma boa repetibilidade dos cultivos. Observou-se que o valores de
biomassa obtidos encontram-se compreendidos entre 0,299 g/L no ensaio n°6, onde foram
empregados 0s niveis superiores apenas do acido malico e do fosfato dibasico de potassio, até
1,582 g/L no ensaio n°3, no qual fez-se uso dos niveis superiores de glicose, peptona e
fosfato. Destacou-se, ainda, 0 ensaio n°1 com as segundas maiores producdes de biomassa
(1,481 g/L) e de compostos inddlicos (45,972 mM). Os valores desta auxina se encontram
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entre 12,083 mM no ensaio n°7 e 51,111 mM no ensaio n°5, e 0 comparativo das producdes
de biomassa e compostos ind6licos em cada ensaio pode ser melhor visualizado na Figura 4.2.

Tabela 4.4 — Matriz do planejamento FF02 (2°%) e as respostas Biomassa (g/L) e Compostos
Inddlicos (mM).

. . Acido  Pepeptona Etrato Biomassa C_omppstos
Ensaios Glicose _ /.. S de K;HPO, MgSO, indolicos
malico bacterioldgica (g/L)
levedura (mM)
1 1 1 1 1 1 1 1,481 45,972
2 1 -1 1 -1 -1 0,859 25,139
3 1 -1 1 -1 1 -1 1,582 32,361
4 1 -1 -1 -1 -1 1 0,391 20,694
5 -1 1 1 -1 -1 0,608 51,111
6 -1 1 -1 -1 1 -1 0,299 19,583
7 -1 -1 1 1 -1 -1 0,545 12,083
8 -1 -1 -1 1 1 1 0,371 19,306
9 0 0 0 0 0 0 0,347 19,722
10 0 0 0 0 0 0 0,371 18,472
11 0 0 0 0 0 0 0,381 19,861
1,75 ~ [ |Biomassa - 55
_ Il Compostos Indélicos [ 5
1,50 - A
- 45
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Figura 4.2 — Comparativo das produc6es de biomassa e compostos inddlicos nos ensaios do
planejamento FF02.
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A Tabela 4.5 apresenta os efeitos estimados das variaveis sobre a biomassa e o
compostos indolicos. Analisando o0s resultados deste experimento realizado sem o
componente acido glutamico e com 90% de confianca verificou-se que a glicose apresentou
efeito estatisticamente significativo e positivo para a formacdo de biomassa (p=0,052). A
peptona bacteriologica, além de incrementar positivamente a producdo de biomassa
(p=0,065), apresentou efeito positivo para a producdo de compostos inddlicos (p=0,076),
assim como o acido malico (p=0,074) e o sulfato de magnésio (p=0,115), este por possuir
valor de p muito proximo a 0,1.

Mais uma vez foi observada a interferéncia nos resultados estatisticos em decorréncia
do efeito de compensacdo das quantidades das fontes de carbono acido maélico e glicose
propostas pela matriz experimental do FF02.

Tabela 4.5 — Estimativa dos efeitos para as respostas biomassa e compostos indolicos
referente ao planejamento FF02 (2°7).

Biomassa Compostos Indolicos
variavel Efeito Ig)zfg\r/é% Valor p Efeito E:j\r/é% Valor p
Media 1,364 0,201 0,002 25,846 2,543 0,001
Glicose 1,290 0,471 0,052 5,521 5,964 0,407
Acido mélico 0,185 0,471 0,714 14,340 5,964 0,074
Peptona 1,190 0,471 0,065 14,201 5,964 0,076
Ext. levedura 1,195 0,471 0,700 -5,312 5,964 0,423
K2HPO, 0,690 0,471 0,217 2,049 5,964 0,749
MgSO, -0,225 0,471 0,658 11,979 5,964 0,115

4.2.3 Terceiro teste: Fatorial fracionado 2%

A fim de verificar a interferéncia causada nos dados estatisticos pela compensa¢do nas
quantidades de glicose e &cido glutamico foi realizado o planejamento experimental FF03.

Na Tabela 4.6 esta disposta a matriz do planejamento 2°* realizado sem o componente
acido malico e as respostas biomassa. Os ensaios de n° 9 a 11 correspondem aos pontos
centrais, neles foram obtidos resultados que variaram entre 0,656 e 0,685 g/L, evidenciando
uma boa repetibilidade dos cultivos. Pode-se observar que os valores de biomassa obtidos
neste experimento estiveram entre 0,449 e 1,225 g/L. O menor valor foi obtido no ensaio n°7,
guando foi empregado o meio composto pelos niveis superiores apenas do extrato de levedura
e do fosfato dibasico de potéssio, j& 0 maior valor corresponde ao ensaio n°5, quando foram
empregados 0s niveis superiores de extrato de levedura, peptona bacterioldgica e do acido
glutdmico. Para a producdo de auxinas os valores se encontram entre 9,167 mM nos ensaios
n°4 e 6, e 52,500 mM no ensaio n°1, onde para todas as variaveis foram utilizados os niveis
superiores. O comparativo das producdes de biomassa e compostos indolicos em cada ensaio
pode ser melhor visualizado na Figura 4.3.
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Tabela 4.6 — Matriz do planejamento FF03 (2°) e as respostas biomassa (g/L) e compostos
indolicos (mM).

. . Peptona Extrato Acido  Biomassa COMPOstos
Ensaios Glicose Bacterioldgica de K;HPO, MgSO, Glutamico  (g/L) Indolicos
Levedura (mM)
1 1 1 1 1 1 1 0,955 52,500
2 1 1 -1 1 -1 -1 0,728 18,889
3 1 -1 1 -1 1 -1 0,897 26,389
4 1 -1 -1 -1 -1 1 0,835 9,167
5 -1 1 1 -1 -1 1 1,225 9,722
6 -1 1 -1 -1 1 -1 0,786 9,167
7 -1 -1 1 1 -1 -1 0,449 10,833
8 -1 -1 -1 1 1 1 0,531 13,194
9 0 0 0 0 0 0 0,685 16,111
10 0 0 0 0 0 0 0,656 16,111
11 0 0 0 0 0 0 0,675 13,750
1759 [ |Biomassa - 60
Il Compostos Inddlicos | 55
1,50 o
1,25 - _ -
40 E
S 1001 S
© [ .4 ©
ﬁ 0,75 - | I zz £
E B
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0,25 _’10 ©
0,00-LLM, . . —L . . . . Lo

Ensaios
Figura 4.3 — Comparativo das producgdes de biomassa e compostos indélicos nos ensaios do
planejamento FF03.

A Tabela 4.7 apresenta os efeitos estimados das variaveis sobre a biomassa e 0
compostos indélicos. Analisando os resultados deste experimento também a 90% de
confianca verificou-se que apenas a glicose e o sulfato de magnésio ndo foram
estatisticamente significativos para a variavel biomassa apresentando valores de p iguais a
0,260 e 0,845, respectivamente. Este fato indica a ocorréncia do efeito de compensacéo das
fontes de carbono que matem as bactérias sob nutricdo constante. Das variaveis consideradas
significativas: peptona, extrato de levedura, ac. glutdmico e fosfato dibasico de potassio,
apenas esta ultima apresentou efeito negativo sobre o crescimento celular. Com referéncia a
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varidvel compostos indolicos todos os fatores foram significativos, inclusive o &cido
glutdmico (p = 0,131), e apresentaram efeitos positivos.

Tabela 4.7 — Estimativa dos efeitos para as variaveis biomassa e compostos inddlicos
referente ao planejamento FF03 (2°7).

Biomassa Compostos Indolicos
Variavel Efeito PD;dS\rlg()) Valor p Efeito PDaedS\r/g()) Valor p
Media 1,587 0,072 0,000 17,803 1,085 0,000
Glicose 0,220 0,168 0,260 16,007 2,544 0,003
Peptona 0,510 0,168 0,038 7,674 2,544 0,039
Ext. Levedura 0,335 0,168 0,117 12,257 2,544 0,009
KoHPO, -0,560 0,168 0,029 10,243 2,544 0,016
MgSO, -0,035 0,168 0,845 13,160 2,544 0,007
Ac. Glutamico 0,355 0,168 0,101 4,826 2,544 0,131

4.2.4 Quarto teste: Fatorial fracionado 2°2

Por fim, encerrando a série de planejamentos fatoriais, foi realizado o experimento
denominado FF04 (2°?), onde o A. amazonense foi cultivado em formulagdes de meios
contendo apenas uma fonte de carbono: a glicose. A matriz de ensaios do FF04 est4 disposta
na Tabela 4.8, assim como o0s valores obtidos para as respostas biomassa e compostos
indolicos. Os ensaios de n° 9 a 11 correspondem aos pontos centrais, neles foram obtidos
resultados que variaram entre 0,604 e 0,696 g/L, evidenciando uma repetibilidade aceitavel
dos cultivos. Destacaram se neste experimento os ensaios n° 3, por apresentar os melhores
resultados para biomassa e compostos indélicos, 1,107 g/L e 32,083 mM, respectivamente, e
0 ensaio n° 8, que apresentou o0s piores resultados para ambas as respostas: 0,406g/L para
biomassa e 4,306 mM de compostos indolicos. Este comparativo de produgdes de cada ensaio
pode ser melhor visualizado na Figura 4.4.

Tabela 4.8 — Matriz do planejamento FF04 (2°7) e as respostas biomassa (g/L) e compostos
inddlicos (mMM).

i . Peptona Extrato de Biomassa C_ompgstos

Ensaios Glicose b . K;HPO, MgSO, indolicos
acteriologica levedura (g/L) (MM)
1 1 1 1 1 1 0,862 13,611
2 1 1 -1 1 -1 0,452 9,861
3 1 -1 1 -1 1 1,107 32,083
4 1 -1 -1 -1 -1 0,745 5,556
5 -1 1 1 -1 -1 0,604 19,444
6 -1 1 -1 -1 1 0,578 5,417
7 -1 -1 1 1 -1 0,540 8,194
8 -1 -1 -1 1 1 0,406 4,306
9 0 0 0 0 0 0,627 6,250
10 0 0 0 0 0 0,604 7,222
11 0 0 0 0 0 0,696 6,528
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Figura 4.4 — Comparativo das producdes de biomassa e compostos indélicos nos ensaios do

planejamento FFO04.

Os efeitos estimados para as varidveis deste experimento podem ser visualizados na
Tabela 4.9. Verificou-se que para a resposta biomassa todos os fatores foram estatisticamente
significativos, com destaque para a peptona e para o fosfato, que apresentaram efeitos
negativos. O mesmo comportamento dos fatores ndo foi detectado para a producdo de
compostos inddlicos, uma vez que apenas o0 extrato de levedura foi significativo e apresentou

efeito positivo.

Tabela 4.9 — Estimativa dos efeitos para as variaveis biomassa e compostos inddlicos

referente ao planejamento FF04 (2°7).

» Biomassa Compostos Inddlicos
Variavel
Efeito Desvio Padrédo Valorp Efeito Desvio Padrdao Valorp
Média 1,361 0,026 0,000 10,770 2,024 0,003
Glicose 0,538 0,062 0,000 5,938 4,747 0,266
Peptona -0,157 0,062 0,053 -0,452 4,747 0,928
Ext. levedura 0,483 0,062 0,001 12,048 4,747 0,052
K;HPO, -0,402 0,062 0,001 -6,632 4,747 0,221
MgSO, 0,317 0,062 0,004 3,091 4,747 0,544
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4.2.5 Avaliacdo de rendimentos, custos e definigdo do novo meio de cultura

A fim de se definir a nova formulacéo simplificada, eficiente e mais barata que o meio
DYGS, foram calculados os custos de producéo, em R$/g de células produzidas, para cada um
dos ensaios dos planejamentos fatoriais a partir dos precos das matérias-primas cotadas pela
Embrapa Agrobiologia — CNPAB no pregéo eletrénico para aquisicdo de reagentes de 2011-2,
demonstrado na Tabela 4.10. Nesta cotacdo destacaram-se os itens acido malico, extrato de
levedura e a peptona bacteriolégica como 0s principais responsaveis pelo encarecimento do
meio de cultura, apresentando valores de R$1,05, R$ 0,47 e R$0,36 por grama,
respectivamente, ao contrario da glicose que teve o seu preco em R$0,03 por grama como
menor entre as matérias-primas, inclusive as fontes de carbono sacarose (R$0,10) e glicerina
(R$0,07), testadas posteriormente neste trabalho. Ressalta-se que todos os reagentes séo de
padrdo analitico, porém foram adquiridos ao menor preco de mercado na ocasido.

Na Tabela 4.11 encontram-se relacionados, além dos custos de producéo, os fatores de
conversdo de substrato em células (Yxs), de células em produto (Yex) € de substrato em
produto (Ypss), sedo que o produto (P) se refere a produgdo de compostos indolicos e o
substrato (S) a quantidade total de fonte de carbono presente no meio de cultura, englobando a
glicose e os &cidos organicos, quando for o caso. Para 0s ensaios do experimento FF01, ndo
foram dosados os teores de compostos inddlicos, sendo assim, ndo foi possivel efetuar os
calculos de Yp/x € Ypss referentes a este experimento.

Tabela 4.10 — Cotacdo de matérias-primas realizada pela Embrapa Agrobiologia — CNPAB no
pregdo de 2011 -2.
Conteudo da

Reagentes Embalagem (q) Preco R$ Preco R$/g
Acido malico 50 52,40 1,05
Acido glutamico 1000 188,17 0,19
Extrato de levedura 500 236,12 0,47
Fosfato bibéasico de potassio 500 140,50 0,28
Glicerina 1000 72,50 0,07
Glicose 500 13,29 0,03
Peptona bacterioldgica 1000 356,99 0,36
Sacarose 1000 100,44 0,10
Sulfato de magnésio 500 41,73 0,08

O experimento FFO2 apresentou os maiores rendimentos de producdo de compostos
inddlicos em relacdo a biomassa, com valores chegando a atingir Ypx = 14,732 no ensaio n°5.
Porém os baixos rendimentos em relacéo a biomassa como o apresentado pelo experimento n°
6 (Yxs=0,075) associados presenca do acido malico na composicdo destes meios provocaram
altos custos de producdo com valor médio de R$ 7,59 por grama de biomassa e maximo de
R$ 13,85.

O planejamento FF03 apresentou ensaio mais barato (n°4) com custo estimado de
R$1,60, assim como o menor custo médio: R$ 2,73. Entretanto, seu maior rendimento para
biomassa ndo passou de Yx;s = 0,449.

Utilizando o Yy como principal fator de interesse, verificou-se que os rendimentos
dos ensaios dos experimentos FFO1 a FFO3 foram considerados baixos quando comparados
aos do FF04. Enquanto o FFO1 teve maior rendimento no ensaio n°6, Yy;s = 0,336, no FF02 o
melhor foi o ensaio n°3, Yxs=0,396, e no FF03 0 ensaio n°6 com Yxs = 0,449, o FF04
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apresentou 3 melhores rendimentos de todo o planejamento fatorial, com rendimentos de
Yxis = 0,604, Yxs = 0,578 e Yys = 0,540 nos ensaios n° 5, 6 e7, respectivamente.

Por apresentar em seus ensaios melhores resultados relacionados a biomassa e
demandar um custo médio de producdo moderado de R$ 5,10, o planejamento FFO4 foi
escolhido para que, a partir da analise dos efeitos estimados para suas variaveis (glicose,
peptona, extrato de levedura, fosfato e sulfato), descritos na Tabela 4.9, fosse proposta a nova
formulacdo do meio de cultura.
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Tabela 4.11 — Fatores de rendimento e custo de producéo para os ensaios dos planejamentos fatoriais fracionados.

FFO1 FF02 FFO03 FF04
Ensaios Yxs Custo Y x/s Ypix Yepis Custo Y x/s Ypix Yepis Custo Yx/s Ypix Yepis Custo
(9/9) (R$/geer) (9/9) (9/9) (9/9) (R¥/Qeer) (9/9) (9/9) (9/9) (R¥/Qeer) (9/9) (9/9) (9/9) (R$/Geer)

1 0,186 3,99 0,247 5,439 1,342 3,86 0,182 9,630 1,752 3,14 0,287 2,768 0,795 2,99
2 0,109 6,65 0,143 5,129 0,734 5,82 0,194 4,541 0,882 2,37 0,151 3,822 0,576 9,36
3 0,170 4,47 0,396 3,583 1,417 1,67 0,239 5,153 1,233 2,51 0,369 5,077 1,874 1,71
4 0,116 3,01 0,098 9,279 0,906 5,12 0,159 1,924 0,306 1,60 0,248 1,307 0,324 4,77
5 0,153 4,04 0,152 14,732 2,239 7,53 0,377 1,390 0,524 2,25 0,604 5,641 3,407 3,87
6 0,336 1,68 0,075 11,472 0,858 13,85 0,449 2,042 0,918 1,85 0,578 1,641 0,949 7,05
7 0,286 2,38 0,273 3,884 1,059 6,21 0,256 4,231 1,085 4,93 0,540 2,657 1,436 3,60
8 0,125 3,23 0,186 9,106 1,691 8,16 0,163 4,356 0,711 2,76 0,406 1,859 0,754 9,07
9 0,305 3,91 0,087 9,948 0,864 10,97 0,196 4,121 0,806 2,92 0,314 1,746 0,548 4,09
10 0,213 3,73 0,093 8,713 0,809 10,26 0,187 4,302 0,806 2,89 0,302 2,095 0,633 5,35
11 0,208 4,24 0,095 9,131 0,870 10,00 0,193 3,567 0,688 2,77 0,348 1,644 0,572 4,29
12 0,222 4,10
13 0,218 6,13
14 0,192 3,73
15 0,123 6,33
16 0,145 5,13
17 0,199 4,63
18 0,191 4,81
19 0,200 4,59

Média 0,195 4,25 0,168 8,220 1,163 7,59 0,236 4,114 0,883 2,73 0,377 2,751 1,079 5,10

52



A Tabela 4.12 apresenta a composicéo definitiva do meio aperfeicoado. O novo meio
foi escalonado para ser utilizado nos experimentos em biorreator conforme o delineamento
composto central rotacional - DCCRO1. A fim de maximizar a producdo de células, a
concentracédo de glicose foi aumentada para 5,0 g/L. O extrato de levedura se destacou como
uma importante fonte de nitrogénio para o sistema, apresentando efeito positivo, e teve sua
concentracdo fixada no nivel superior do planejamento - 3,0 g/L. O sulfato de magnésio
incrementou positivamente as producdes e teve sua concentracdo fixada em 0,75 g/L, ao
contrario do fosfato dibasico de potéssio apresentou efeito negativo, portanto, teve seu valor
fixado no nivel inferior, 0,25 g/L. A peptona bacteriologica, que também apresentou efeito
negativo, foi excluida da formulacdo por se tratar de uma segunda e onerosa fonte de
nitrogénio. Por fim foi adicionada a formulacdo final 4,0 mL/L de uma solugdo de
micronutrientes.

Tabela 4.12 — Composi¢ao do Meio de Cultura Aperfei¢oado.

Composicdo | Glicose  Ext. levedura K;HPO, MgSO, Micronutrientes
(mL/L)
gL 5,00 3,00 025 075 4,00

Conforme apresentado no Tabela 4.13, o meio aperfeicoado exige menos investimento
em matérias-primas, custando R$ 1,70 por litro, que corresponde a 1/3 do valor do meio
DYGS original, além de possuir capacidade de producdo de biomassa celular
aproximadamente 66,7% maior.

Tabela 4.13 — Comparativo entre os custos dos Meio DYGS e ELG.
. . Acido Extrato de Acido . ) Custo
Meio Glicose malico Peptona levedura K,HPO,| MgSO, glutimico Micronutrientes (R$/L)
DYGS 0,05 2,10 15 0,94 0,14 0,04 0,28 0,00 5,06
Aperfeigoado 0,15 0,00 0,00 1,42 0,07 0,06 0,00 Desprezivel 1,70

4.3 Otimizagado das Condicdes de Processamento em Biorreator

4.3.1 Delineamento Composto Central Rotacional - DCCR

As variaveis independentes avaliadas neste experimento foram a temperatura de
crescimento do microrganismo (°C), a agitacdo (rpm) e a aeracdo do sistema, regitrada em
litros por minuto (LPM) de ar. Como respostas (variaveis dependentes), foram avaliadas a
producdo de biomassa e de compostos ind6licos. Na Tabela 4.14 estdo demonstrados 0s niveis
das variaveis independentes cujos valores de estavam compreendidos entre 28 e 48°C para a
temperatura, 100 a 250 rpm para a agitacdo e 2 a 4 LPM para a aeracdo do sistema.

Tabela 4.14 — Tabelada das variaveis codificadas referentes ao DCCR para o cultivo
de A. amazonense em biorreator.

Variavel -a -1 0 1 +a
Temperatura (°C) 28 30,8 35 39,2 42
Agitacdo (RPM) 100 130 175 220 250
Aeracéo (LPM) 2 2,4 3 3,6 4
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Foi empregado um DCCR 23 com 3 repeticdes na condigdo central e 6 ensaios nos
pontos axiais, resultando em um numero total de 17 ensaios cuja matriz experimental e
respostas estdo dispostas na Tabela 4.15.

Tabela 4.15 — Matriz de ensaios do DCCR e as respostas biomassa (g/L) e compostos
indolicos (mM).

Ensaio  Temperatura Agitacao Aeracao Biomassa Indol.
s (°C) (RPM) (LPM) (g/L) (mM)
1 -1 -1 -1 1,671 57,255
2 -1 -1 1 2,833 73,725
3 -1 1 -1 3,166 70,196
4 -1 1 1 2,852 35,972
5 1 -1 -1 1,749 43,611
6 1 -1 1 2,415 39,444
7 1 1 -1 2,960 58,472
8 1 1 1 2,766 53,750
9 -1,68 0 0 2,764 36,389
10 1,68 0 0 2,640 42,083
11 0 -1,68 0 2,759 60,276
12 0 1,68 0 3,140 73,750
13 0 0 -1,68 2,500 70,417
14 0 0 1,68 3,703 70,639
15 0 0 0 1,810 37,451
16 0 0 0 2,044 85,686
17 0 0 0 1,926 66,471

Os valores de biomassa obtidos variaram de 1,671 g/L no ensaio n°1 a 3,703 g/L no
ensaio n°14, segundo os tratamentos de temperatura agitacdo e aeracdo aplicados nos 17
ensaios do DCCR. Para o0 ensaio n°1 todas as condigcdes de tratamento foram realizadas no
nivel -1, o que provocou a consequente reducdo valor de biomassa obtido. Ja o ensaio n°14,
por se tratar de um ponto axial, impeliu condi¢cdes centrais de temperatura e agitacéo
acompanhados pela condicdo méaxima de aeracdo. Essa disponibilidade aumentada de
oxigénio dissolvido foi responsavel pelo melhor rendimento de produgdo de biomassa obtido
no experimento.

Quanto a producdo de compostos indolicos, foram observados valores entre
35,972 mM no ensaio n°4, em que o microrganismo foi submetido a uma condicao reduzida
de temperatura (nivel -1) e aumentada do binbmio aeracdo/agitacdo, e de 85,686 mM no
ensaio n°16 onde foram fornecidas condi¢fes centrais de tratamento. A temperatura exerceu
forte influéncia sobre estes resultados. Pela avaliacdo da Tabela 4.15 percebeu-se que 0s
ensaios de 11 a 17 cuja temperatura foi fixada no ponto central (35°C) apresentou a melhor
producdo média (66,384 mM) quando comparados outros dois grupos: Ensaios de 1 a 4 com
T = 30,8°C e producdo média de 59,287 mM, e ensaios de 5 a 8 com producéo de 48,819 mM.

As curvas que mostram a evolucdo das concentracdes de biomassa, compostos
indolicos, glicose e pO, com o tempo referentes a acada ensaio do DCCR estdo descritas da
Figura 4.5 até a Figura 4.21. Estas figuras foram agrupadas em pares ou trios para fins de
comparacdo, seguindo um padréo tal que pelo menos duas das trés variaveis avaliadas em
cada ensaio estivessem fixadas. Desta forma, os pares de ensaios 1 e 5,2e6,3e7,e4e8
constituem o grupo dos ensaios principais e foram realizados nas mesmas condicdes de
aeracdo e agitacdo tendo como item diferenciador a temperatura. Os pares 9 €10, 11 e 12 e 13
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el4 pertencem ao grupo dos pontos axiais, sendo diferenciados pela temperatura, agitacdo e
aeracdo, respectivamente. Por fim, o trio dos ensaios 15, 16 e 17 constitui o grupo dos pontos
centrais, tratando-se entdo de réplicas.

Os ensaios 1 (Figura 4.5) e 5 (Figura 4.6) foram realizados a 100 rpm e sob aeracao de
2,4 LPM, e a temperaturas de 30,8°C e 39,2°C, respectivamente. Sob estas condicGes,
observou-se a producdo de quantidades similares de biomassa (X;=1,671g/L e
Xs=1,749 g/L) e o consumo total da glicose disponivel, além de apresentarem uma grande
demanda por oxigénio, fazendo com que os valores de pO, chegassem a 0% em 3 horas de
fermentacdo. O processo, na maior temperatura, proporcionou a reducdo do tempo de batelada
em 3h, fato que confere vantagem para a producéo industrial, no entanto, quando processado a
30,8°C, o microrganismo produziu 57,255 mM de compostos indolicos, contra 43,611 mM a
39,2°C, um acréscimo de 31,3% que deve ser levado em conta quando h& a intencdo de se
obter um produto final rico em auxinas.
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Figura 4.5 — Evolugao das concentragdes de Compostos Indolicos (@), Biomassa (m), pO; (A)
e Glicose (<) para o ensaio DCCR 01.
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Figura 4.6 — Evolucdo das concentragdes de Compostos Inddlicos (e), Biomassa (m), pO; (A)
e Glicose (<) para o ensaio DCCR 05.

Os cultivos 2 (Figura 4.7) e 6 (Figura 4.8) foram realizados sob a mesma agitacao
(130 rpm), sob aeracdo aumentada (3,6 Lpm) e diferindo-se nas temperaturas (T, =30,8 e
Te = 39,2°C). Nestas condi¢des de processamento o cultivo em menor temperatura sobressaiu-
se, apresentando melhores resultados tanto para a biomassa (X, =2,833 ¢g/L contra
Xe=2,415¢g/L) quanto para o0s compostos indolicos (Cl,=73,725mM contra
Clg = 39,444 mM). Em ambos os ensaios foi observada alta demanda de oxigénio e seu
consequente esgotamento durante um longo periodo, além da formacdo de duas fases de
crescimento exponencial. Outro fato que chamou atencdo nestes ensaios foi o perfil da curva
de consumo de glicose, que ao tender para o esgotamento do substrato, teve seu valor
aumentado novamente, sugerindo a producédo de algum metabdlito redutor durante a transicao
entre as fases de crescimento exponencial, em quantidade suficiente para ser detectado pelo
método DNS (quantificacdo de acUcares redutores).

O ensaio 6 destacou-se pela intensa densidade entre a quinta e a sétima hora de
fermentacgdo, apresentando alta producdo de metabdlitos, possivelmente poliméricos, de tal
maneira que zonas de estagnacdo foram criadas dentro do biorreator. Com o passar do tempo
essas zonas se desfizeram e a densidade do sistema voltou a sua condi¢do normal.

56



90

»
o
J
74

100 -6

80 90

70 4 T \ 80

w
[
1

w
o
1

S o /i 70 -
E 60+ 25- JAN \ e /- [ L 4
g8 1077 oo o - 60 —
25043 / .- I < =)
S 1 g 204 l/A F50 & 3%
= 404 G l €> i o 3
1%} i - 40 =
g § 15- o oo I G
o 30 [a1] / @ @ -2
g 2 \ & 30
S 1,0 e
S 201 & & [
] ® & A [ L1
104 054 ~— / L 10
y I
0- 0,0j/ y —p—t 71— 1 — 710 -0

Tempo (h)
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No ensaio 3, realizado a 30,8°C (Figura 4.9) e no ensaio 7, realizado a 39,2°C (Figura
4.10), os niveis de agitacdo e aeracdo foram invertidos em relagdo ao ensaio 2, tendo sido
aplicadas estas variaveis em +1 e -1, respectivamente Nestes casos, mais uma vez 0 processo
realizado em menor temperatura apresentou vantagem sobre seu par, atingindo concentracdo
méaxima de biomassa de X3 = 3,166 g/L contra X; = 2,960 g/L. Assim como no par de ensaios
anterior, (2 e 6), houve formagéo de duas fases de crescimento exponencial: a primeira com
intensa inclinacdo e a segunda com inclinacdo abrandada (verificar valores de p na Tabela
4.16). Foi possivel constatar que nos ensaios em temperaturas maiores, a curva de biomassa
apresentou uma fase de transicdo mais longa, 0 que a tornou mais definida, enquanto na
menor temperatura a curva apresentou uma breve estabilizacdo antes de iniciar a nova fase de
crescimento. Em ambos os ensaios 0 microrganismo assimilou toda a glicose, porém no
ensaio 3 constatou-se a producdo de metabdlitos redutores a partir da nona hora de
fermentacao.

Com relagdo a producéo de compostos indélicos, foram obtidos valores maximos de
Cl3=70,196 MM em t=6 h e Cl;=58,472mM em t=7 h No entanto, no decorrer das
fermentagdes estas concentragdes oscilaram e decairam a valores finais de Cl; = 25,686 mM e
Cl; =41,250 mM. Apesar do cultivo em menor temperatura ter produzido altos valores de
compostos inddlicos durante a primeira fase de crescimento exponencial, a diminuicdo
dréstica de 63% do decorrer da fermentacdo fez com que o cultivo em maior temperatura
apresentasse producdo muito maior.
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Figura 4.9 — Evolugao das concentracdes de Compostos Indolicos (®), Biomassa (m), pO; (A)
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Figura 4.10 — Evolucéo das concentragdes de Compostos inddlicos (e), biomassa (m), pO>
(A) e glicose (<) para o ensaio DCCR 07.

Os ensaios 4 (Figura 4.11) e 8 (Figura 4.12) foram realizados nos niveis +1 de
agitacdo e aeracdo. Sob estas condicdes, observou-se a producdo de quantidades proximas de
biomassa (X4 = 2,852 g/L e Xg = 2,766 g/L) e o consumo parcial da glicose disponivel (70% e
60% da quantidade disponivel, respectivamente), além de apresentarem grande demanda por
oxigénio, fazendo com que os valores de pO, chegassem a 0% em t = 7 h no cultivo4 (30,8°C)
e em t =3 h cultivo 8 (39,2°C). Foi observada uma fase lag de 4 horas no ensaio a 30,8°C,
comprometendo a produtividade do processo.

Os ensaios 4 e 8 apresentaram concentracdes finais de compostos indélicos abaixo de
35,0 mM, as mais baixas do experimento DCCR. No cultivo 8 foi observado a presenca de
duas fase de crescimento exponencial coincidente com o periodo de baixa ou nenhuma
oxigenacdo e com a producdo de metabdlitos redutores que interferem na curva de

quantificacdo da glicose. Esse perfil tem sido observado para todos 0s ensaios em
temperaturas elevadas.
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Outra analise que pode ser feita com relacdo aos resultados de biomassa é a
comparagdo dos grupos de ensaios realizados na mesma temperatura. Tanto nos cultivos a
30,8°C (1, 2, 3 e 4), quanto nos cultivos 39,2°C (5, 6, 7 e 8), notou-se 0 aumento progressivo
na quantidade de biomassa produzida nos trés primeiros ensaios e um decréscimo no quarto:
X1=1,671¢g/L, X,=2833¢g/L, X3=3,166¢g/L, X;=2852¢g/L, Xs=1,749g/L,
Xe=2,415¢9/L, X;=2,9609/L e X;=2,766 g/L. Pela andlise da matriz experimental do
DCCR (Tabela 4.15), verificou-se que o primeiro ensaio de cada grupo esteve sob agitacédo e
aeracdo em nivel -1 e apresentaram menores valores. O segundo ensaio dos grupos esteve sob
agitacdo em -1 e aeracdo em +1. Esse acréscimo na aeracdo favoreceu a dissolucdo de O, no
sistema proporcionando maior producdo de biomassa. No terceiro ensaio as condicOes se
inverteram, sendo fornecida a agitacdo em nivel +1 e a aeracdo em nivel -1. O consequente
aumento da producdo de biomassa nos ensaios 3 e 7 indicam que a varidvel agitacdo foi mais
eficiente na dissolugcdo do O, que a aeracdo em ambas as temperaturas e seu valor deve ser
levado em conta quando se quiser aumentar a producdo de biomassa. Entretanto, a aplicagéo
simultanea da agitacdo e aeracdo nos niveis +1 provocou reducdo dos valores de X, e Xg, em
9,91% e 6,55 %, respectivamente.

Os ensaios 9 (Figura 4.13) e 10 (Figura 4.14) correspondem aos pontos axiais de
temperatura, onde foram aplicadas de 28 e 42°C, respectivamente. Apesar da grande diferenca
de temperatura ndo ter provocado grandes alteracGes na producdo final de biomassa
(X9 =2,764 g/L e X;0=2,640g/L), 0 ensaio a 28°C apresentou quase 4 horas de fase lag,
comprometendo a produtividade do processo (Pxg = 0,212 g/L.h contra Pxi;o = 0,234 g/L.h).
Neste Gltimo apenas 60% da glicose foi assimilada pela bactéria, incrementando o fator de
conversdo de substrato em biomassa (Yx;s = 0,882), aléem disso, o pO, manteve-se acima de
12%, possivelmente pela facilidade de dissolugdo do O, em menores temperaturas. A
concentracdo maxima de compostos indolicos foi de Clg =36,389, porém a producdo foi
interrompida em t = 10 horas, trés horas antes de finalizar a fase de crescimento exponencial,
ponto em que esse fato € mais comumente observado.
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Figura 4.13 — Evolug¢ao das concentragdes de Compostos Inddlicos (e), Biomassa (m), pO;
(A) e Glicose (<) para o ensaio DCCR 09.
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No cultivo 10 foi observado o comportamento tipico do cultivo em temperaturas
elevadas descrito nos ensaios anteriores: a presenca de duas fases de crescimento exponencial
coincidentes com o periodo de baixa ou nenhuma oxigenacdo e com a producdo de
metabdlitos redutores que interferem na curva de quantificacdo da glicose.
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Figura 4.14 — Evolug¢do das concentragdes de Compostos Inddlicos (e), Biomassa (m), pO>
(A) e Glicose (<) para o ensaio DCCR 10.

Os ensaios 11 (Figura 4.15) e 12 (Figura 4.16) trataram-se de pontos axiais de
agitacdo, onde foram aplicados no processo 100 e 250 rpm, respectivamente Obteve-se nestes
ensaios concentracdes de biomassa de X;1=2,759 g/L e X;,=3,140 g/L e concentraces de
compostos indolicos de Cl;;-60,276 mM e Cl3,=73,750 mM. Estes valores mostram que o
incremento no valor da agitagéo de fermentacao proporcionou o0 aumento de 12% na producéo
de biomassa e de 18,3% na producédo de compostos indélicos.
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Figura 4.15 — Evolug¢do das concentragdes de Compostos Inddlicos (e), Biomassa (m), pO>

(A) e Glicose (<) para o ensaio DCCR 11.
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Os ensaios 13 (Figura 4.17) e 14 (Figura 4.18) tratam-se de pontos axiais de aeragéo,
onde foram aplicadas de 2,0 Lpm e 4,0 Lpm de ar no sistema, respectivamente. Foi possivel
observar que nestas condi¢Oes que a variacdo da aeracdo ndo apresentou efeito sobre a
producdo de compostos indolicos (Cl;3=70,417 mM e Cly, = 70,639 mM). Por outro lado,
foram obtidas concentragdes de biomassa muito distintas: Xi3 =2,5 g/L e X34 = 3,7 g/L. Essa
diferenca de 1,2 g/L representa um acréscimo de 32,4% na producao de biomassa. Portanto, a
aeracdo demonstrou ser o parametro que mais incrementou a producdo de biomassa, uma vez

que a agitacdo proporcionou o aumento de 12% e a temperatura provocou o decréscimo de
4,3% nesta resposta.
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Figura 4.17 — Evolugédo das concentragdes de Compostos Indoélicos (@), Biomassa (m), pO;
(A) e Glicose (<) para o ensaio DCCR 13.
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Figura 4.18 — Evolug¢do das concentragdes de Compostos Inddlicos (e), Biomassa (m), pO>
(A) e Glicose (<) para o ensaio DCCR 14.

Fazendo-se a comparacdo entre os ensaios 15 (Figura 4.19), 16 (Figura 4.20) e 17
(Figura 4.21) foi observada a conformidade entre as curvas de producdo de biomassa,
principal resposta de interesse. Uma vez que foram obtidas para estes ensaios concentracdes
celulares de 1,810, 2,044 e 1,926 g/L, respectivamente, estes valores demonstram uma boa
repetibilidade do bioprocesso para esta resposta. No entanto, os outros parametros avaliados
apresentaram divergéncias. Contrariando o comportamento das demais réplicas, o ensaio 17
apresentou uma fase lag de trés horas, provocando o aumento de aproximadamente 64% no
tempo de finalizacdo da fase de crescimento exponencial e, consequentemente, do tempo de
batelada.

No ensaio 17, o nivel de oxigénio dissolvido atingiu um valor muito baixo (5%),
porém ndo chegando a 0%. Além disso, apresentou o menor fator de conversao de substrato
em biomassa deste grupo (Yxs =0,376 contra Yys = 0,653 do ensaio 15 e Yy =0,767 do
ensaio 16, Tabela 4.16) devido ao consumo quase total da glicose disponivel no sistema na
nona hora. O microrganismo foi capaz de consumir apenas aproximadamente 50% do
substrato no ensaio 15 e aproximadamente 70% no ensaio 16.

Verificou-se neste grupo a producdo de compostos inddlicos principalmente durante a
fase de crescimento exponencial, porém as quantidades produzidas de 37,451mM, 85,686 mM
e 66,471 mM nos ensaios 15, 16 e 17, respectivamente, ndo obedeceram a um padrdo de
producdo uniforme como o da biomassa conforme se era esperado.
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Figura 4.19 — Evolug¢do das concentragdes de Compostos Inddlicos (e), Biomassa (m), pO>

(A) e Glicose (<) para o ensaio DCCR 15.
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Figura 4.20 — Evolug¢do das concentragdes de Compostos Inddlicos (e), Biomassa (m), pO>

(A) e Glicose (<) para o ensaio DCCR 16.
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Figura 4.21 — Evolucédo das concentragdes de Compostos Indélicos (e), Biomassa (m), pO>
(A) e Glicose (<) para o ensaio DCCR 17.

4.3.2 Observac0Oes gerais

A temperatura, varidvel avaliada nos tratamentos do DCCR, apresentou pouca
influéncia sobre a biomassa produzida. Este fato pode ser observado quando se fez a
comparacdo entre ensaios que em sua configuracdo sé foram alterados os niveis da
temperatura, por exemplo: Os ensaios 1 e 5, 2 e 6, 3 e 7, e 4 e 8 apresentam as mesmas
condicdes de aeracéo e agitagdo tendo como item diferenciador a temperatura. Assim, pode-se
perceber que houve pouca distingdo entre os valores de biomassa obtidos nestes pares de
ensaios: 1,671 e 1,749; 2,833 e 2,452; 3,166 e 2,960; 2,852 e 2,766 g/L, respectivamente. Os
fatores de rendimento para os ensaios do DCCR estdo descritos na Tabela 4.16.

Por outro lado, a temperatura apresentou forte influéncia sobre densidade e a
coloracdo do caldo fermentado uma vez que nos ensaios em nivel -1 foram observados
sistemas menos densos e de coloragdes mais claras, enquanto os ensaios em nivel +1
apresentaram-se mais densos e escuros.

Verificou-se nos ensaios 2, 3, 6, 7, 8, 10, e 14 o aparecimento de uma segunda fase de
crescimento exponencial. Em todos os casos este fendmeno foi precedido por uma notavel
alteracdo na curva de consumo de glicose. Essas alteracbes foram caracterizadas pela
formacdo de metabdlitos redutores detectados juntamente com a glicose pelo método DNS,
portanto, assim que a fonte de carbono atingiu a concentracdo minima, seja ela proxima 0 g/L
ou ndo, a curva de DNS iniciava uma nova crescente. Provavelmente estes metabolitos foram
responsaveis pelo incremento na producdo de biomassa formada a partir desta nova etapa de
crescimento.
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De acordo com Goebel & Krieg, (1984), os produtos finais do cultivo deste
microrganismo, além de CO, e H,O, compreendem compostos como &cidos orgéanicos,
principalmente acético, latico, glioxalico, mélico, 2-oxoglutarico e B-hidroxibutirico, que
podem ser utilizados como fontes de carbono secundarias ou até mesmo como precursores de
reservas energéticas acumuladas pelas células bacterianas. Estes acidos sdo formados em
quantidades reduzidas, que consequentemente decrescem o0 pH e ndo apresentaram efeito
inibidor no metabolismo bacteriano.

A presenca de corpos internos visualmente evidentes ao microscopio de contraste de
fase sugere a presenca de granulos de acumulacdo semelhantes aos granulos internos de
polihidroxibutirato (PHB), reportada por Del Gallo & Fendrik, (1994), sendo intensamente
notada em todos os ensaios do DCCR e pode ser observada na Figura 4.22.

Figura 4.22 — Formacéo de granulos de acumulagédo (possivelmente PHB) em células de
Azospirillum amazonense (Ensaio DCCR n°06).

O periodo de transigéo entre a fase de crescimento exponencial e a fase estacionaria ou
ainda a segunda fase de crescimento (quando foi o caso) foi caracterizada por uma mudanga
fisiologica do microrganismo, de tal forma que os metabdlitos &cidos responsaveis pela queda
do pH do meio foram consumidos ou deixaram ser produzidos, fazendo com que o sistema
tendesse a ter seu valor de pH aumentado. Foi possivel fazer esta constatacdo analisando as
curvas de bombas de controle de pH (Figura 4.23). Esta figura descreve a evolugéo da adicéo
de &cido, base e anti-espumante do ensaio 6 (utilizado como modelo por apresentar o perfil de
fermentacdo mais completo). Pode-se observar a intensa adicao de base até t =3 h, momento
em que se termina a fase de crescimento exponencial, evidenciando a tendéncia de queda do
pH nesta fase.
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Figura 4.23 — Volumes de base (@), acido (m) e anti-espumante ( A ) adicionados ao sistema
do ensaio DCCR n°06.

Todos os ensaios do planejamento apresentaram intensa formacdo de uma espuma, que
dificultava momentaneamente o controle de pH uma vez que as solugdes de controle ficavam
retidas e demoravam a entrar em contado com o caldo fermentado.

Observando-se as variagfes de oxigénio dissolvido no sistema, notou-se um mesmo
padrdo de comportamento, ou seja, ao longo dos ensaios a concentracdo de oxigénio, que era
inicialmente de aproximadamente 100%, tendia a decrescer a 0% de saturagdo, permanecendo
assim até o fim da primeira fase de crescimento exponencial. A partir dai as bactérias nao
tendo mais o que oxidar deixavam de demandar oxigénio, fazendo com que a concentragdo
subisse de forma acentuada.

Este pardmetro poderd ser de grande utilidade no controle do processo descontinuo,
indicando rapidamente o término do crescimento e evitando que o reator fique em operacédo
com células em estado estacionério ou de declinio.

Tendo em vista que a taxa de respiracdo para adequar ao biorreator seja suficiente para
atender as necessidades do crescimento da cultura microbiana, faz-se necessério conhecer a
concentracdo critica de O, dissolvido para Azospirilla em cultivo submerso. Tal & Okon
(1985) concluiram que as bactérias do género Azospirillum desenvolvem-se em uma ampla
faixa de oxigénio dissolvido.

Verificou-se, ainda, que a producdo de compostos indolicos estd diretamente
relacionada a multiplicacdo celular, apresentado um bom potencial para ser definido como um
parametro de controle de processo. A evolucdo das concentracdes desta auxina segue O
mesmo perfil de acompanhar proporcionalmente a curva de crescimento celular em todos os
ensaios do DCCR durante a etapa exponencial de desenvolvimento. Este comportamento
também foi observado por Hartmann et al. (1983), que verificaram que a producdo de AIA em
culturas puras de A. brasilense e lipoferum silvestres ocorreram durante a fase de crescimento
exponencial, produzindo quantidades significativas principalmente quando crescidas em meio
mineral suplementado com triptofano.
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Tabela 4.16 — Produtividades, fatores de rendimento, velocidades maximas de crescimento e custos para os ensaios do Delineamento Composto

Central Rotacional — DCCR.

Ensaio Tempo (h) X (g/L) Px(g/L.h) Indol (MM) Pp (mM.hY) (E;Z;j é;’g; (; M Ma o Mo Ousto (RS/gm)
1 7 1670 0,229 57,255 7647 0333 5847 1949 0916 - 1,01
2 23 2833 0121 73,725 2830 0857 4087 3502 0994 0,047 0,59
3 14 3166 0221 70,196 1359 0758 1,077 0827 0932 0,080 0,53
4 20 2853 0,140 35,972 1000 0802 1253 1,006 1137 - 0,59
5 5 1654 0317 43,611 7528 0356 4157 1480 1,117 - 0,96
6 12 2467 0,200 39,444 1667 0590 1459 0861 1424 0,119 0,70
7 12 2060 0,242 58,472 2211 0599 1602 0961 1,533 0,181 0,57
8 11 2742 0244 53,750 2096 1,105 1508 1,666 1,580 0,166 0,61
9 13 2764 0212 36,389 1677 0882 138 1222 1006 - 0,61
10 11 2640 0234 42,083 3384 0561 2533 1420 1,386 0,157 0,64
11 18 2759 0,149 60,276 1265 0688 1484 1021 1178 0,127 0,61
12 18 3140 0170 73,750 3349 0618 3445 2129 1347 - 0,54
13 9 2500 0,272 70,417 5247 0545 3381 1842 1509 - 0,67
14 15 3703 0243 70,639 2407 2,667 4624 4624 1454 - 0,45
15 1810 0281 37,451 4902 1516 3051 4624 1230 - 0,93
16 2044 0,396 85,686 5255 0767 2326 1,785 1587 - 0,82
17 13 1926 0,146 66,471 3952 0657 4757 3125 1277 - 0,87
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4.3.3 Andlise estatistica para a resposta biomassa

Analisando-se o Diagrama de Pareto contendo efeitos estimados para as variaveis
(Figura 4.24) para a resposta biomassa, a um grau de confianga de 90%, pode-se observar que
os termos relacionados a temperatura ndo foram estatisticamente significativos. Tanto os
termos quadraticos quanto os termos lineares e interaces com a aeracdo e a agitacdo
apresentaram valores de efeito abaixo da linha limite de significancia cujo valor € p =0,1.

Aeraciio (Q) / ///

Agitacio (L) //

_

\

Agitaciio ()

Temperatura (})

Temperatura (L)

Temp./ Aer.

L

Temp./ Agit.

p=0.1
Efeito Estimado (Valor Absoluto)

Figura 4.24 — Diagrama de Pareto com os valores dos efeitos para a biomassa.

A partir dos coeficientes de regressdo disponiveis na Tabela 4.17, foi possivel
expressar 0 modelo matematico com as variaveis codificadas incluindo os parametros
estatisticamente significativos a p < 0,1:

Biomassa = 1,955+ 0,272Ag + 0,245Ae + 0,267Ag” + 0,321Ae” — 0,292AgAe
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Tabela 4.17 — Coeficientes de regressao para a variavel biomassa.

Variavel Coef. de Regressdo Desvio Padrdao t(7) Valorp
Média 1,955 0,221 8,843 0,000
Temperatura (L) -0,062 0,104 -0,593 0,572
Temperatura (Q) 0,179 0,114 1,565 0,162
Agitacéo (L) 0,272 0,104 2,621 0,034
Agitacao (Q) 0,267 0,114 2,331 0,053
Aeracéo (L) 0,245 0,104 2,357 0,051
Aeracéo (Q) 0,321 0,114 2,801 0,026
Temp./ Agit. 0,006 0,136 0,044 0,966
Temp./ Aer. -0,047 0,136 -0,346 0,739
Agit./ Aer. -0,292 0,136 -2,152 0,068

O calculo da ANOVA (Tabela 4.18) apresenta uma variacdo explicada de 80,02% e
um valor de Feaiculado altamente significativo e maior que 0 Fepelado, 0 que evidencia a validade
do modelo matematico proposto. A Figura 4.25 apresenta os resultados experimentais versus
os resultados previstos pelo modelo ajustado, mostrando uma concordancia entre 0s mesmos.

Tabela 4.18 — ANOVA para a variavel biomassa.

Soma de Quadrados Grau de Liberdade

(SQ)

Quadrado Médio
(QM)

I:calc. I:tab.

Regressao
Residuo

Total

3,700
1,461
5,161

0,740
0,133

5,57 2,45

4,0

38
36
34
3,2
3,0
28
2,6
2.4
2,2
2,0

Varores Preditos de Biomassa

1,8
1,6
1,4
1,2

1,0

Figura 4.25 — Valores preditos versus valores experimentais para a biomassa.
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Assim, foi possivel construir as superficies de resposta e curvas de contorno da
biomassa em funcdo da temperatura versus agitacédo (a) e (b), em funcdo da temperatura
versus aeragdo (c) e (d) e em funcdo da aeracdo versus agitacdo (e) e (f). O resultado esta
apresentado na Figura 4.26.
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Figura 4.26 — Superficies de resposta e curva de contorno para resposta biomassa em fungédo
da temperatura versus agitacéo (a) e (b), em funcdo da temperatura versus aeracédo (c) e (d) e
em funcdo da aeracdo versus agitacéo (e) e (f).
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Analisando os itens de (a) a (d) da Figura 4.26, foi possivel visualizar que 0os maiores
indices de formacdo de biomassa se deram em praticamente toda a faixa de temperatura
analisada, fato este que justifica a ndo significancia desta variavel e sua baixa influéncia sobre
a resposta em questdo. Observou-se ainda a ocorréncia destes altos indices de producéo
quando as condicdes de aeracdo e agitacdo foram maximas, 4,0 Ipm e 250 rpm,
respectivamente, evidenciando que o indice de oxigénio dissolvido no sistema foi um fator
limitante para o crescimento celular. Porem, é importante salientar que as condicGes de
aeracdo impostas pelo planejamento experimental DCCR 2% contemplaram os limites,
superior e inferior, do rotdmetro do equipamento biorreator disponivel (Sartorius Biostat B-
Plus) para a realizagdo dos experimentos. As curvas (e) e (f) sintetizam as quatro curvas
anteriores, corroborando as afirmacbGes referentes a demanda por oxigénio pelo
microrganismao.

4.3.4 Anélise estatistica para a resposta compostos inddlicos

Pela avaliagdo do Diagrama de Pareto do parametro compostos inddlicos
Figura 4.27) e dos coeficientes de regressao (

Tabela 4.19) constatou-se que apenas o termo quadratico da temperatura foi capaz de afetar a
producdo desta auxina dentro dos limites das variaveis estudadas.
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Efeitos Estimados (Valor Absoluto)

Figura 4.27 — Diagrama de Pareto com os valores dos efeitos para os Compostos Indolicos.
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Tabela 4.19 — Coeficientes de regressao para a variavel compostos indolicos.

Variavel Coef. de Regressdo Desvio Padrédo t(7) Valorp
Média 63,510 9,233 6,879 0,000
Temperatura (L) -2,368 4,338 -0,546 0,602
Temperatura (Q) -9,519 4,780 -1,992 0,087
Agitacéo (L) 1,978 4,338 0,456 0,662
Agitacao (Q) 0,323 4,780 0,068 0,948
Aeracéo (L) -1,925 4,338 -0,444 0,671
Aeracdo (Q) 1,568 4,780 0,328 0,752
Temp./ Agit. 6,747 5,666 1,191 0,273
Temp./ Aer. 1,108 5,666 0,196 0,850
Agit./ Aer. -6,406 5,666 -1,131 0,295

Considerando o modelo com as variaveis codificadas e os parametros estatisticamente
significativos a p < 0,1, obteve-se:

Cl =63,510 —9,519T>

A ANOVA (Tabela 4.20) para a resposta compostos indélicos em funcdo da variavel
temperatura mostra que os resultados ndo foram bem explicados pela regresséo, uma vez que
esta analise apresentou um R? = 54,98%. Porém, obteve-se um valor de Feauado altamente
significativo (Fcac=7,11) e maior que 0 Fip=3,07, 0 que validou o modelo estatistico
proposto.

Tabela 4.20 — ANOVA para a varidvel compostos inddlicos.

Soma de Quadrados Grau de Liberdade Quadrado Médio

(SQ) (GL) QM) Feale Frab
Regressao 1283,811 1 1283,811 7,11 3,07
Residuo 2709,359 15 180,624
Total 3993,170 16

A Figura 4.28 mostra que varios pontos ndo se ajustam ao modelo, entretanto é
possivel verificar a tendéncia da producdo dos compostos indolicos através das superficies de
resposta e das curavas de contorno apresentadas na Figura 4.29.
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As superficies de resposta de (a) e (b) evidenciaram que os melhores rendimentos de
compostos ind6licos tendem a se concentrar em um valor de temperatura em torno de 36°C
aproximadamente, enquanto as superficies (c) e (d) mostram este valor esta em torno de 34°C.
De modo geral, esta figura corrobora e proporciona a visualizacdo da anélise feita no item
5.3.1 deste capitulo, onde se afirmou que a os ensaios realizados nos niveis centrais de
temperatura (35°C) apresentaram a maior producdo média de auxinas.

4.4 Ensaio em Biorreator em Condicdes Otimizadas e com Substitui¢do da
Fonte de Carbono

4.4.1 Ensaio 1: Glicose 5,0 g/L

Com base nos resultados obtidos pela realizacdo do planejamento experimental
DCCR, foi proposta uma condicdo aperfeicoada para o cultivo do Azospirillum amazonense
que consistiu na fixacdo da temperatura na condicéo central de 35°C, impelindo uma agitacao
em nivel axial positivo de 250 rpm e extrapolando o nivel de aeracdo para 8,0 Ipm, ou seja, 0
dobro do nivel axial positivo para esta variavel. Para isso foi necessario providenciar a
ampliacdo da capacidade de aeracdo do biorreator trocando o rotdmetro com capacidade
maxima de 4,0 Ipm para um outro com capacidade de até 12 Ipm.

O Ensaio 1 foi realizado nas condicdes citadas utilizando o meio aperfeicoado e 0s
resultado é apresentado na Figura 4.30. Neste ensaio foram obtidos 3,673 g/L de biomassa e
44,861 mM de compostos indolicos num tempo de batelada de 5h. N&do foi detectada a
formagéo de duas fases de crescimento exponencial nem momentos em que o sistema tenha
ficado completamente sem oxigénio dissolvido, apresentando o valor minimo de pO, = 7,3%
em t=3h. Observou-se ainda que o microrganismo nao foi capaz de consumir toda a glicose
disponivel tendo seu metabolismo finalizado ainda com aproximadamente 1g/L de glicose
restante.

O valor de biomassa obtido foi muito proximo do encontrado no ensaio n°14 do
planejamento DCCR (3,703 g/L), onde as condi¢es de processamento sé se diferiram pela
maior aeracdo presente no ensaio 1. Apesar desta resposta ndo ter sido maximizada, ficou
claro que a maior disponibilidade de oxigénio dissolvido proporcionou a aceleracdo do
metabolismo celular e a consequente reducéo do tempo de batelada em 10h.
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Figura 4.30 — Evolucéo das concentragdes de compostos indolicos (e), biomassa (m), pO, (A)
e glicose (<>) para o ensaio 1 em condicdes de processo otimizadas.

O ensaio 1 apresentou fatores de conversdo de Yys=1,161, Ypx=10,332 e
Ypsis = 12,479, conforme apresentado na Tabela 4.21. A formacgdo dos compostos redutores
observados no DCCR 14 (discutida no item 4.3.1) impediu a comparacdo dos seus fatores de
rendimento com os do ensaio 1, pois 0 aumento na concentracdo final da fonte de carbono
(DDCR 14) elevou os valores das conversbes deste cultivo os tornando superestimados a
partir de t = 9h.

4.4.2 Ensaio 2: Glicose 10,0 g/L

A fim de se maximizar a quantidade de biomassa produzida foi feito um incremento na
quantidade de substrato, realizando-se cultivos com concentra¢des de 10,0 g/L das fontes de
carbono: glicose, glicerol e sacarose. Dias (1988), estudou diferentes concentracdes de
substrato para o cultivo de Azospirillum sp e concluiu que para meios de cultura com 1,0 g/L
de extrato de levedura, concentraces iniciais de substratos maiores que 11,5 g/L ndo seriam
vantajosas, pois ndo aumentariam os fatores de conversdo nem a produtividade celular.

Para o ensaio 2 de cultivo em glicose (Figura 4.31) obteve-se uma producéo total de
5,737 g/L de biomassa em 18 horas de fermentacdo a uma produtividade Px = 0,315 g/L.h. e
Mmax = 1,253 (Tabela 4.21). Assim como alguns ensaios do DCCR citados no item 4.3.1,
houve a formacdo da segunda fase de crescimento exponencial, que foi responsavel pela
elevacdo da concentracdo de biomassa e que na quinta hora de batelada alcangou o valor de
3,271 g/L, ate atingir o seu valor final, totalizando um incremento de aproximados 43%.
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Figura 4.31 — Evolucdo das concentragdes de compostos indolicos (e), biomassa (m), pO, (A)
e glicose (<>) para o ensaio 2 em condicdes de processo otimizadas.

Repetindo o comportamento apresentado do ensaio realizado a 5,0g/L, o
microrganismo nao ficou totalmente sem oxigénio dissolvido (pO2 mmnimo = 10%) e ndo foi
capaz de metabolizar toda a glicose, consumindo apenas 4 das 10 g disponivel no sistema. A
producdo de compostos inddlicos foi de 31,79 mM a uma produtividade Pp = 1,257mM.h%,
apresentando uma reducdo significativa destes parametros em relacdo ao DCCR 14 (44,861 e
7,667, respectivamente). Neste ensaio também foi notada a formacdo de granulos de acimulo
(provavelmente PHB) semelhantes aos encontrados no experimento DCCR, ilustrados na
Figura 4.22.

4.4.3 Ensaio 3: Glicerol 10,0 g/L

No ensaio 3 foi realizado o cultivo do microrganismo utilizando glicerol. Em
Azospirillum sp, esta fonte de carbono é catabolizada através da segunda etapa da via
glicolitica, apds a transformacdo em gliceraldeido-3-fosfato (GAP) a partir da desidrogenacéo
e subsequente fosforilagdo, ou invertendo a ordem com a fosforilagdo seguida pela
desidrogenacdo com a subsequente ativacdo do ciclo dos acidos tricarboxilicos (Figura 4.32).
A formacgdo da di-hidroxiacetona-3-fosfato requer 1 mol de ATP, qualquer que seja o
caminho. Para a formagdo de frutose-6-fosfato sdo necessarias duas trioses fosforiladas (2
moles de ATP) e na posterior transformacdo a frutose-6-fosfato, um mol de ATP é
regenerado, com um balango total de 1 mol de ATP gasto por mol G6P formado.
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Figura 4.32 — Metabolismo central do carbono em Azospirillum. As enzimas estdo
enumeradas da seguinte manerira: 1. glicoquinase; 2. gliconato 2-desidrogenase; 3.
fosfogliconato desidratase; 4. fosfo-2-ceto-3- deoxigluconato aldolase; 5. fosfogluconato
desidrogenase; 6. glicose-6- fosfato desidrogenase; 7. gliceraldeido-fosfato desidrogenase
(NAD+); 8. gliceraldeido-fosfato desidrogenase (NADP+); 9. fosfoglicerato quinase; 10.
fosfoglicerato mutase; 11. enolase; 12. piruvato quinase; 13. frutosebisfosfato aldolase; 14.
frutose bifosfatase; 15. 6-fosfofrutoquinase; 16. glicose-fosfato isomerase; . 17. glicoquinase;
18. glicose desidrogenase; 19. glicerolquinase; 20. lactato desidrogenase; 21. malato
desidrogenase; 22. alcool desidrogenase; 23. acetaldeido desidrogenase. As linhas pontilhadas
correspondem as reacfes que nao aparecem em A. brasilense ou ndo sdo importantes, tornado-
se inutilizaveis pela bactéria. (Baseado em Westby et al., 1983).

Foram obtidos neste ensaio 7,136 g¢g/L de biomassa a uma produtividade
Px =0,471 g/L.h e tempo de batelada de 15 h (Figura 4.33). Neste tempo observou-se o
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consumo completo do glicerol, portanto sugere-se que o fim deste processo tenha acontecido
pelo esgotamento do substrato.
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Figura 4.33 — Evolucéo das concentragdes de compostos indolicos (e), biomassa (m), pO, (A)
e glicerol (<) para o ensaio 3 em condic6es de processo otimizadas.

Neste ensaio, o oxigénio dissolvido foi um fator limitante para o metabolismo celular,
apresentando uma queda brusca de pO,=94% em t=2h para pO,=16% em t=3h e
permanecendo zerado até a 112 hora. Esse periodo de baixo pO, estimulou a possivelmente
formacdo dos granulos de PHB, detectados nas células deste cultivo e apresentados na Figura
4.34. Diferentemente dos granulos visualizados no cultivo com glicose, estes sdo menores,
porém mais numerosos e se encontram espalhados em toda a extensdo celular.

Foram calculadas as velocidades especificas maximas de crescimento celular e, como
se observa, foram obtidas duas fases de crescimento exponencial, com valores de p; = 1,482
e Ux2 = 0,109 (Tabela 4.21), corroborando o resultado observado por Dias (1988). Este autor
concluiu que o aparecimento de duas fases de crescimento nos cultivos de A. brasilense sp
245 em glicerol e extrato de levedura ndo era devido a diauxia, mas devia-se a0 consumo
preferencial de compostos nitrogenados presentes no extrato de levedura. Realizando seu
experimento em biorreator com meio glicerol a 10,30 g/L e numa temperatura de 36°C, Dias
(1988) obteve uma concentragdo de biomassa X = 4,37 g/L em 18h de batelada a Px = 0,23 e
Yx/s = 0,42
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Figura 4.34 — Formac&o de granulos de PHB em células de Azospirillum amazonense
(Ensaio3 - Glicerol).

Silva (2006), realizou o crescimento de A. brasilense sp 7 e A. lipoferum BR17 a 30°C
utilizando concentragdes iniciais de glicerol de 5,7 g/L e 5,2 g/L, respectivamente. Para A.
brasilense foram obtidos X = 4,04 g/L e Yys = 0,69, enquanto para o A. lipoferum obteve-se
X =256 g/Le Yys=0,46.

4.4.4 Ensaio 4: Sacarose 10,0 g/L

O quarto e ultimo ensaio do presente trabalho tratou-se do cultivo do A. amazonense
em sacarose a 10,0 g/L e suas curvas cinéticas sao apresentadas na Figura 4.35.

SupBe-se que para utilizacdo de sacarose em Azospirillum sp, necessita-se de uma
enzima que hidrolise as ligac¢oes a, p (1—2) da sacarose em glicose e frutose. Através da via
Entner-Doudoroff (ED) estes aglcares sdo convertidos em piruvato. O piruvato €
transformado em acetil CoA, que é totalmente oxidado no ciclo do acido citrico com a
formacéo de duas moléculas de CO,. Os elétrons oriundos da reoxidagio do NADH em NAD*
em condicOes aerdbicas sdo transferidos para o oxigénio molecular para a sintese de ATP pela
fosforilagdo oxidativa (SILVA, 2006).
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Figura 4.35 — Evolucéo das concentragdes de compostos indolicos (e), biomassa (m), pO, (A)
e sacarose (<>) para 0 ensaio 4 em condi¢des de processo otimizadas.

Inicialmente acreditava-se que frutose ndo seria metabolizada pelo A. amazonense,
porém, a auséncia de crescimento neste agUcar relatado por Magalhaes et al. (1984) pode ser
devido a diferencas na composicdes dos meios de cultura (MARTINEZ-DRETS et al., 1985).

Neste ensaio foram obtidas as maiores producgdes de biomassa, X = 7,966 g/L, a uma
produtividade Py = 0,717 g/L.h. A producdo de compostos indélicos foi de 85,833 mM a uma
produtividade Pp=6,944 mM.h™. O A. amazonense apresentou velocidade especifica de
crescimento pmax = 1,472 e tempo de batelada de 11h (Tabela 4.21).

Na 82 hora de fermentacdo houve o esgotamento da sacarose. Pode-se observar a partir
deste momento uma segunda elevacao nos valores de biomassa produzido podendo indicar ai
a formac&o da segunda fase de crescimento exponencial, porém ndo foram coletadas amostras
no intervalo entre t =8 e t = 11h, o0 que impede a comprovacao deste fato.

O oxigénio dissolvido foi um fator limitante para o metabolismo celular, apresentando
uma queda brusca permanecendo zerado até a 72 hora. Neste ensaio também foi notada a
formacéo de granulos, provavelmente de PHB, semelhantes aos encontrados nos cultivos em
glicose descritos pela Figura 4.22.

Silva (2006) também estudou o crescimento em biorreator de A. lipoferum utilizando
sacarose a 5,0g/L como fonte de carbono. Realizando o cultivo a 30°C obteve os seguintes
resultados: X = 2,2 g/L, Px = 0,24g/L.h, Pmax = 0,35 h™"; Yxs = 0,41 e Yyn = 1,35.

Martinez-Drets et al. (1985) estudaram a absor¢do de glicose, sacarose, manitol, e 2-
cetoglutarato por A. amazonense Y1. A evolugdo das concentragOes destes acglicares com 0
tempo, a uma concentracdo externa de 106 M, é apresentada na Figura 4.36.
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Figura 4.36 — Absorcao de sacarose (@), glicose (A), manitol (m), e 2-Cetoglutarato (A ) por
A. amazonense Y1 cultivadas em AAM acrescido de sacarose, glicose, manitol e 2 -
cetoglutarato, respectivamente. Trés amostras foram colhidas para cada ponto. Adaptado de
Martinez-Drets et al. (1985).

A absorc¢do de sacarose foi rapida e atingiu o nivel estacionario, o que foi equivalente
a 73,5% da concentracdo externa ap0s 15 minutos, enquanto a absorcdo de glicose atingiu o
seu valor maximo, o que é equivalente a 33% da concentracdo externa, apds 18 minutos. Estes
resultados evidenciam a maior facilidade que este microrganismo possui para metabolizar a
sacarose, 0 que pode justificar o total consumo deste aglcar no ensaio 4, apresentando o
menor tempo de batelada assim como as maiores producdes de biomassa e compostos
ind6licos. De acordo com Krieg (1984), a sacarose e outros dissacarideos sdo os melhores
substratos para o cultivo das estirpes de A. amazonense.

Tabela 4.21 — Rendimentos para 0s ensaios de substituicdo da fonte de carbono.

Tempo X Py Indol. Pp
(h) (g/L) (g/L.h) (mMM) (mM.h™)

1 - Glicose 5g/L 5 3,673 0,713 44861 7,667 1,161 10,332 12,479 1,253 -

2 - Glicose 10g/L 18 5,737 0,315 31,179 1,257 1,421 3,990 18,631 1,235 0,109
3 - Glicerol 10g/L 15 7,136 0471 38194 1805 0,735 3,832 17,471 1,482 0,253
4 - Sacarose 10g/L. 11 7,966 0,717 85833 6,944 0813 9,690 7,879 1472 0,086

Ensaio Yxis  Yex  Ypss My Hyo

4.45 Analise de custos

Os ensaios de 1 a 4 permitiram ainda a estimagdo dos custos de producéo,
apresentados na Tabela 4.22 e calculados levando em conta apenas o prego (Tabela 4.10) e a
quantidade de matéria-prima total utilizada no preparo dos meios de cultura e as relativas
quantidades de biomassa. O custo total de producdo foi estimado através da seguinte relacao:

Custo do Meio (R$.L™1)
Biomassa Produzida (g.L-1)

Crotal =
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Tabela 4.22 — Custos para 0s ensaios de substitui¢cdo da fonte de carbono.

. Fonte de Extrato de Custq do Biomassa  Custo
Ensaio Carbono Levedura 2HPOs MgSO, Meio (9ceLmeio) (R$/9cer)
(R$/L i)
1 - Glicose 5g/L 0,15 1,42 0,07 0,06 1,70 3,67 0,46
2 - Glicose 10g/L 0,30 1,42 0,07 0,06 1,85 5,74 0,32
3 - Glicerol 10g/L 0,73 1,42 0,07 0,06 2,27 7,14 0,32
4 - Sacarose 10g/L 1,00 1,42 0,07 0,06 2,55 7,97 0,32

Como se pode observar, o custo da fonte de carbono foi o item diferenciador dos
precos do meio de cultura, tendo os meios compostos por glicose apresentado o menor custo,
R$1,70 e R$ 1,85, para 5,0 e 10,0 g/L, respectivamente. Contudo, as produces inferiores de
biomassa fizeram com que 0 ensaio 1 fosse 0 mais oneroso e com que 0 ensaio 2 se igualasse
aos demais.

Os ensaios realizados a 10,0 g/L de fonte de carbono apresentaram 0 mesmo custo de
producédo, o que indica a produtividade como fator decisivo para a escolha do substrato.
Apesar de requerer o maior investimento inicial, de R$ 2,55 por litro de meio, a sacarose
propiciou um melhor desempenho para o bioprocesso tanto na producéo de biomassa o quanto
na producdo de compostos inddlicos relatados ao longo deste trabalho. Sendo assim,
recomenda-se esta fonte de carbono para o cultivo do Azospirillum amazonense na producéao
de inoculantes agricolas em escala piloto.
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5 CONCLUSOES E SUGESTOES

A partir dos experimentos e procedimentos analiticos realizados neste trabalho foi
possivel chegar as seguintes conclusdes:

Aperfeicoamento do meio de cultura

Por meio da realizacdo dos ensaios dos planejamentos fatoriais fracionados (FFO1,
FF02, FFO3 e FF04) foi possivel simplificar o meio de cultura utilizado para a produgdo em
larga escala de Azospirillum amazonense, alcangando uma reducdo do numero de
componentes de 7 (do meio DYGS original) para apenas 4 componentes nutricional e
monetariamente significativos para a producéo de biomassa e compostos inddélicos.

O meio aperfeicoado composto por (em g/L): glicose, 5,0; extrato de levedura, 3,0;
K,HPOy,, 0,25; MgSQO,, 0,75 e micronutrientes 4,0 ml/L, foi formulado a um custo de R$ 1,70
por litro, o que representou uma reducdo de 66,4% no custo da matéria prima, além de possuir
uma capacidade de producao de biomassa celular aproximadamente 66,7% maior.

Otimizacao das condicBes de processamento em biorreator

A temperatura, variavel avaliada nos tratamentos do DCCR, apresentou pouca
influéncia sobre a biomassa produzida, conforme mostra a discussdo dos resultados no item
4.3.2 e a andlise estatistica no item 4.3.3.

Por outro lado, a temperatura apresentou forte influéncia sobre densidade e a coloragao
do caldo fermentado uma vez que nos ensaios em nivel -1 foram observados sistemas menos
densos e de coloragdes mais claras, enquanto os ensaios em nivel +1 apresentaram-se mais
densos e escuros.

A presenca de corpos internos visualmente evidentes ao microscdpio de contraste de
fase sugere a presenca de granulos de acumulacdo semelhantes aos granulos internos de
polihidroxibutirato (PHB).

Todos os ensaios do planejamento apresentaram intensa formacdo de uma espuma, que
dificultam momentaneamente o controle de pH e provocam o entupimento de filtros de ar.

O valor de pO; esta diretamente relacionado com a produ¢do de biomassa uma vez que
0s incrementos na aeracdo e agitacdo resultou em aumento de biomassa. Este pardmetro
podera ser de grande utilidade no controle do processo descontinuo, indicando rapidamente o
término do crescimento e evitando que o reator fique em operacdo com células em estado
estaciondrio ou de declinio.

A producédo de compostos inddlicos esta diretamente relacionada a multiplicacéo celular
apresentando um bom potencial para ser definido como um pardmetro de controle de
processo. As concentracOes desta auxina seguem o mesmo perfil de acompanhar
proporcionalmente a curva de crescimento celular durante a etapa exponencial de
desenvolvimento.

Foi tracado perfil tipico do cultivo em temperaturas elevadas onde foi observada a
presenca de duas fases de crescimento exponencial coincidentes com o periodo de baixo ou
nulo pO, e com a producéo de metabolitos redutores que interferem na curva de quantificacdo
da glicose. Provavelmente estes metabolitos foram responsaveis pelo incremento na producéao
de biomassa formada a partir desta nova etapa de crescimento. Com base nos resultados
obtidos a condicdo aperfeicoada para o cultivo do Azospirillum amazonense que consistiu na
fixacdo da temperatura na condicdo central de 35°C, impelindo uma agitacdo de 250 rpm e
extrapolando o nivel de aeragdo para 8,0 Lpm.
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Substituicéo das fontes de carbono

Foram produzidas quantidades de biomassa e de compostos indolicos de
XGlicose = 5,737 g/L e Clglicose = 31,179 MM, Xaiicerol = 7,136 g/L e Clglicose = 38,194 mM,
Xsacarose = 7,966 g/L € Clgjicose = 85,833 mM, todos a um custo de producdo de R$ 0,32 por
grama de células.

Para os cultivos nas 3 diferentes fontes de carbono foi possivel observar a formacao dos
grénulos de acumulo interno.

Portanto, pelo melhor rendimento de producdo de biomassa e compostos indolicos
recomenda-se a sacarose como fonte de carbono para o cultivo do Azospirillum amazonense
na producao de inoculantes agricolas em escala piloto.

Continuidade do trabalho

Para a continuidade e complementacdo deste trabalho sugere-se a realizacdo de novos
planejamentos experimentais que contemplem limites mais abrangentes das variaveis agitacdo
e aeracdo, a fim de se estabelecer plenamente a condicdo otimizada deste bioprocesso.

Sugere-se ainda, a analise de identificacdo e quantificagdo dos granulos de acimulo
observados no interior das células do microrganismo a fim de se pleitear a exploracdo do A.
amazonense na producéo industrial de biopolimeros.
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