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RESUMO

A riboflavina (vitamina B2) € um micronutriente essencial para a manutencao do
metabolismo fisiolégico humano, atuando de forma determinante no processamento
metabalico de carboidratos e aminoacidos. O objetivo deste trabalho foi desenvolver
dispositivos de agitacdo mecéanica, conhecidos como impelidores indutores de gas,
projetados para promover a indugao, dispersao e distribuicdo homogénea de uma fase
gasosa em um meio liquido em frascos de Erlenmeyer, aplicados a realizagéo de
testes com Bacillus subtilis, um microrganismo reconhecido por seu potencial
biotecnoldégico, a fim de promover a produgéo de riboflavina. Adicionalmente, realizou-
se a comparacgao entre dois métodos de vedagao do sistema de cultivo, utilizando
tampdes de silicone e de algodao. Os impelidores foram projetados no software
Autodesk® AutoCAD, produzidos por impressao 3D e, posteriormente, acoplados a
vidrarias do tipo Erlenmeyer. Os resultados indicaram que redug¢des nos parametros
geométricos das pas, especificamente altura e base (mm), exerceram influéncia
positiva na producgao de riboflavina. No que se refere a vedagao do sistema, o tampao
de algodao apresentou desempenho superior ao de silicone, demonstrando maior

eficiéncia nas condi¢des experimentais avaliadas.

Palavras-chave: indutor de gas; riboflavina; biotecnologia; bioprocessos.



ABSTRACT

Riboflavin (vitamin B2) is an essential micronutrient for the maintenance of human
physiological metabolism, playing a key role in the metabolic processing of
carbohydrates and amino acids. The objective of this study was to develop mechanical
agitation devices, known as gas-inducing impellers, designed to promote the induction,
dispersion, and homogeneous distribution of a gaseous phase in a liquid medium
within Erlenmeyer flasks. These devices were applied in experiments involving Bacillus
subtilis, a microorganism recognized for its biotechnological potential, aiming to
enhance riboflavin production. Additionally, a comparison was conducted between two
cultivation system sealing methods, using silicone and cotton stoppers. The impellers
were designed using Autodesk® AutoCAD software, manufactured by 3D printing, and
subsequently coupled to Erlenmeyer flasks. The results indicated that reductions in the
geometric parameters of the blades, specifically height and base (mm), positively
influenced riboflavin production. Regarding the sealing system, the cotton stopper
showed superior performance compared to the silicone stopper, demonstrating greater

efficiency under the experimental conditions.

Keywords: gas inducer; riboflavin; biotechnology; bioprocesses.
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1 INTRODUGAO

A riboflavina (vitamina B2) € um micronutriente organico do complexo B, € uma
molécula hidrossoluvel e essencial ao ser humano, isto é, ndo é sintetizada pelo
organismo em quantidades suficientes, por isso, deve ser obtida através da dieta e
suplementos (Simdes et al., 2020). Na natureza, essa vitamina é sintetizada
principalmente por microrganismos e plantas.

No organismo humano, a riboflavina € convertida a formas coenzimaticas ativas
denominadas flavina mononucleotideo (FMN) e flavina adenina dinucleotideo (FAD).
Estas coenzimas atuam como cofatores de inUmeras flavoproteinas que participam
de reagbes de oxirredugdo. Isto é, sdo moléculas essenciais no metabolismo
energético das células e na oxidagdo de carboidratos, lipideos e aminoacidos
(Powers, 2003; Simbes et al., 2020).

Na biotecnologia, a producgéo industrial moderna é baseada em fermentagao
microbiana submersa pelas vantagens de sustentabilidade e produtividade e, como
produtores destacam-se os microrganismos Ashbya gossypii e Bacillus subtilis para
producdo em escala (Averianova et al., 2020). Estes microrganismos podem ser
alterados geneticamente otimizados a fim de aumentar o rendimento e a
produtividade.

Os processos fermentativos séo realizados em biorreatores aerados e agitados,
podendo estes podem variar de escala laboratorial até plantas industriais. Alguns
fatores criticos influenciam a produgéo, como por exemplo, a agitagdo mecanica, a
estrutura do biorreator e a transferéncia de oxigénio (Schwechheimer et al., 2016). A
agitacdo mecanica é fornecida por impelidores que sdo montados em eixo central e
sao responsaveis por misturar o meio de cultura, dispersar bolhas de ar e manter os
microrganismos em suspensao homogénea.

Nos processos industriais com Bacillus subtilis, a produtividade depende de
manter os niveis adequados de oxigénio dissolvido, visto que a fermentacao é, em
geral, estritamente aerdbia e frequentemente limitada por transferéncia de oxigénio
(Schwechheimer et al., 2016).

A agitacdo e a mistura constituem operagdes fundamentais na maioria dos

processos industriais e, tem como finalidade, a obtencdo de matérias-primas ou
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produtos com composicdo homogénea. Quando o sistema de agitacdo nado é
adequado podem ocorrer formagdes de misturas inadequadas, isso resulta em perdas
de producdo e comprometimento da qualidade final do produto (Costa et al., 2019
apud Picao, 2021).

Diante do exposto, torna-se evidente que o adequado desempenho dos
processos fermentativos esta diretamente relacionado a eficiéncia dos sistemas de
agitacéo e dispersao de gas. O desenvolvimento de impelidores de gas assume um
papel estratégico, uma vez que estes influenciam parametros fundamentais durante
os processos de produgao da riboflavina. Sendo assim, o objetivo do presente trabalho
€ desenvolver um impelidor indutor de gas em frascos de erlenmeyer aplicado para

cultivo de Bacillus subtilis.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver um impelidor indutor de gas aplicado a frascos de Erlenmeyer
visando a melhoria da transferéncia de oxigénio em sistemas de cultivo, bem como
avaliar a influéncia de diferentes métodos de vedacado sobre o desempenho do

processo.

2.2 Objetivos especificos

* Projetar e construir um impelidor indutor de gas utilizando modelagem em
software e impressao 3D;

« Avaliar a aplicagdo de vedagao com pelicula de silicone no sistema de cultivo;

* Comparar o desempenho de diferentes materiais de vedagéo (silicone e
algodé&o) quanto a eficiéncia na transferéncia de oxigénio;

* Analisar a produgao de riboflavina por Bacillus subtilis utilizando os sistemas

desenvolvidos, em comparagdo com o modelo padrao.
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3 REFERENCIAL TEORICO

A produgdo em escala da riboflavina é considerada um marco dentro da
biotecnologia industrial devido a sua ampla aplicagdo nutricional, sua relevancia
econdmica e os avangos tecnoldgicos que permitiram a substituicdo de métodos
quimicos por processos biotecnolégicos mais eficientes. Segundo Averianova et al.
(2020) a sintese fermentativa de riboflavina por microrganismos como Ashbya
gossypii e Bacillus subtilis se mostrou mais econémica e sustentavel, reduzindo
etapas e custos associados a producgao industrial.

Em bioprocessos, a transferéncia de oxigénio para o meio de cultivo € um fator
limitante e exige atencdo no projeto de um biorreator e na escolha de seus
componentes, inclusive os impelidores de gas (Campos, 2021). Os impelidores
apresentam multiplas fungdes nos biorreadores agitados como homogeneizagado do
material, transferéncia de oxigénio, transferéncia de calor, além de manter a
uniformidade do meio durante todo o processo fermentativo (Lorenzini, 2012 apud
Campos, 2021).

A utilizacao de impelidores para processos industriais que envolvem etapas de
mistura possui inumeras aplicabilidades em diversas areas como industria
farmacéutica, alimenticia, quimica e petrolifera (Sato et al., 2020). Os impelidores sao
amplamente utilizados para a realizacdo de misturas entre liquidos, sélido-liquido e
dispersao de gas em liquidos (Guida et al., 2010 apud Freitas, 2020). Ao escolher uma
determinada conformacao de impelidor, informagdes referentes as propriedades do
fluido, condi¢des iniciais e caracteristicas especificas do mesmo devem ser
analisadas, pois a geometria do impelidor influencia a hidrodindmica da mistura, o
consumo de poténcia e a taxa de transferéncia de massa e energia (Tang et al., 2015
apud Almeida et al., 2021).

Durante o processo de agitacdo, o movimento do impelidor gera diferentes
padrdes de escoamento no fluido, sendo os principais o fluxo axial, radial e tangencial
(Figura 1). A forma como esses padrdes se distribui no interior do tanque influencia
diretamente a homogeneidade da mistura, o nivel de turbuléncia gerado e as forcas
de cisalhamento presentes no sistema. Esses fatores, por sua vez, desempenham

papel fundamental na eficiéncia geral do processo de mistura (Xie, 2025).
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Figura 1 - Formagéo de linhas de fluxos referentes a cada componente estudado: a) radial; b) axial e
c¢) tangencial (Martini, 2010).

a) b) c)

p | 44 1
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P o B *fIf:' —— a———

Fonte: (Martini, 2010)

O fluxo axial corresponde ao movimento do fluido ao longo do eixo do impelidor,
sendo normalmente gerado por impelidores com formato de hélice, como hélices
marinhas ou turbinas de pas inclinadas. Esse tipo de escoamento promove um padrao
de circulacao vertical no tanque, geralmente de cima para baixo, o que favorece o
processo de mistura. Devido a elevada taxa de escoamento associada a esse padrao
e as suas caracteristicas de cisalhamento relativamente baixas, o fluxo axial &
particularmente indicado para sistemas com grandes volumes de fluido e baixa
viscosidade. Em suspensodes solido-liquido, por exemplo, esse tipo de escoamento &
frequentemente empregado para manter as particulas distribuidas de maneira
uniforme no meio, evitando sua sedimentag¢ao. Na industria de fermentagao, o uso do
fluxo axial também é comum, pois contribui para manter a distribuicdo homogénea de
microrganismos no interior de biorreatores (Paul et al., 2004 apud Xie, 2025).

O fluxo tangencial corresponde ao movimento circular do fluido ao longo da
diregao horizontal do tanque, sendo gerado principalmente pela inércia do impelidor
durante sua rotacdo. Esse padrao de escoamento tende a predominar em tanques
gue nao possuem chicanas, condicdo na qual podem ocorrer a formagao de vortices
e 0 aparecimento de recirculagdes nas regides proximas as paredes do recipiente.
Como consequéncia desse comportamento, a eficiéncia da mistura pode ser
comprometida, uma vez que ha menor movimentagéo do fluido nas diregbes axial e
radial. Ainda assim, em determinadas aplicagdes o fluxo tangencial pode ser
desejavel, como em processos de cristalizagdo, nos quais uma circulagdo mais suave
do fluido é necessaria (Nagata, 1975 apud Xie, 2025).

O fluxo radial caracteriza-se pela saida do fluido de forma perpendicular ao eixo
do impelidor, deslocando-se em direcao as paredes do tanque e, apds o impacto,

sendo redirecionado para cima ou para baixo. Esse tipo de escoamento é geralmente
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produzido por turbinas de disco com pas planas, como a turbina Rushton. Esse padrao
de fluxo gera elevadas forgas de cisalhamento, sendo particularmente indicado para
operagcdes que requerem mistura local intensa. Entre essas aplicagcbes estéo
processos como dispersdo gas-liquido e emulsificagdo liquido-liquido. Na industria
quimica, por exemplo, esse tipo de escoamento é frequentemente empregado na
producao de emulsdes finas, além de ser utilizado no tratamento de aguas residuais
para aumentar a eficiéncia da transferéncia de oxigénio. Impelidores que geram
escoamentos na diregéo radial apresentam grande eficiéncia na dispersdo de gas em
fases liquidas, devido as regides de elevado cisalhamento formadas proximas as pas
do impelidor. Entretanto, o padrao de circulagdo gerado tende a ser mais localizado,
0 que reduz sua eficiéncia em processos de mistura em grande escala quando
utilizado isoladamente, sendo mais efetivo quando combinado com outros tipos de
fluxo (Armenante et al., 1998 apud Xie, 2025).

A eficiéncia de mistura em biorreatores esta diretamente relacionada ao tipo de
impelidor utilizado e a configuragdo do sistema de agitagdo. Os impelidores
empregados atualmente em aplicagdes biotecnologicas foram, em grande parte,
originalmente desenvolvidos para outras areas industriais, especialmente para
processos da engenharia quimica. Dessa forma, diversos estudos ja avaliaram o
desempenho de diferentes tipos de impelidores e das configuragdes entre impelidor e
tanque, considerando parametros como poténcia consumida, eficiéncia de mistura,
numero de fluxo, suspensao de particulas e comportamento da dindmica dos fluidos.
Como resultado, esses aspectos encontram-se amplamente documentados na
literatura voltada a engenharia quimica (Lamotte et al., 2017; Ducci et al., 2008 apud
Wyrobnik, et al., 2024).

O desenvolvimento de novos projetos de impelidores tem sido frequentemente
baseado em modificagcbes na geometria das pas, incluindo alteragdes no angulo de
inclinacao, dimensdes, espessura e orientagao. Além disso, diferentes configuracoes
entre o impelidor e o reator também tém sido investigadas com o objetivo de alterar
os padrdes de escoamento dentro do sistema. Entre essas variagoes, destacam-se a
relagao entre o didmetro do impelidor e o didmetro do tanque, bem como a distancia
do impelidor em relagéo ao fundo do reator. Estudos envolvendo diferentes tipos de
impelidores, como turbinas Rushton, que sdo responsaveis por gerar fluxo radial e
impelidores de pas inclinadas que geram fluxo axial, demonstram que essas

modificagdes podem influenciar significativamente o comportamento do escoamento



19

no interior do reator (Hoseini et al., 2021; Steiros et al., 2017; Gu et al., 2017; Jirout e
Rieger, 2011; Jossen et al., 2014; Loubiére et al., 2019; Rotondi et al., 2021 apud
Wyrobnik et al., 2024).

3.1 Impelidor indutor de gas

Processos que envolvem sistemas gas—liquido sdo frequentemente utilizados
nos setores quimico, bioquimico e farmacéutico, uma vez que possibilitam o contato
eficiente entre as fases reagentes. Para promover essa interacdo, diferentes
configuracbes de impelidores sdo utilizadas, entre as quais se destacam os
impelidores de aeragao superficial (SAR), os impelidores com inje¢ao de gas (GSR) e
os impelidores indutores de gas (GIR) (Abyaneh et al., 2024).

Nos reatores de aeracéao superficial (SAR), o gas € incorporado ao meio liquido
a partir da interface gas—liquido por meio da agdo de um impelidor posicionado
préximo a superficie livre do fluido. Esse tipo de sistema € amplamente empregado
em processos de tratamento de aguas residuais, principalmente devido a sua
eficiéncia na promocéao da transferéncia de oxigénio para a fase liquida (Patil, S. S et
al., 2004 apud Abyaneh et al., 2024).

Por outro lado, os reatores com injecéo de gas (GSR) operam promovendo a
dispersdo de bolhas gasosas a partir da regidao inferior do reator, sendo
frequentemente utilizados em processos industriais de maior escala. Apesar de sua
ampla aplicagao, esses sistemas apresentam algumas limitagdes operacionais, como
a baixa conversdo de gas por passagem. Esse comportamento esta associado ao
curto tempo de residéncia das bolhas no meio liquido, permitindo que parte do gas
nao reagido seja liberada do sistema. Além disso, o desempenho dos GSRs pode ser
afetado pelo possivel entupimento dos orificios do difusor de gas por particulas
sélidas, o que reduz a eficiéncia da dispersdo gasosa. Nessas condi¢des, torna-se
frequentemente necessario o uso de equipamentos adicionais para promover a
recirculacdo do gas nao reagido, o que pode aumentar os custos operacionais do
processo (Patwardhan; Joshi, 1999; Shah et al., 2012 apud Abyaneh et al., 2024).

Nesse contexto, os reatores com indugdo de gas (GIR) surgem como uma
alternativa capaz de superar algumas das limitagdes observadas nos sistemas

anteriores, uma vez que permitem a recirculacdo do gas nao reagido presente no
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espaco superior do reator de volta a fase liquida (Deshmukh et al, 2006 apud Abyaneh
et al., 2024). Nesses sistemas, os impelidores indutores de gas operam gerando um
gradiente de presséo durante sua rotagao. Inicialmente, o nivel do liquido no interior
do eixo oco do impelidor permanece alinhado com o nivel do liquido presente no
reator. Com o aumento da velocidade de rotagéo, ocorre uma redugao da pressao na
regidao do orificio do impelidor, o que provoca a diminui¢do do nivel do liquido no
interior do eixo oco. Quando a velocidade critica de operagado € atingida, o sistema
passa a gerar um efeito de sucgao, aspirando o gas do espacgo superior do reator e
reinserindo-o na fase liquida. Dessa forma, elimina-se a necessidade de
compressores para a recirculagao do gas, contribuindo para a redugao dos custos de
capital do processo. Devido a essas caracteristicas operacionais, os GIRs tém sido
amplamente aplicados em diferentes processos industriais, incluindo o tratamento de
aguas residuais, a produgao de vinagre, a produgao de biocombustiveis e o cultivo de
microrganismos. Além disso, esses sistemas sao particularmente adequados para
aplicagbes nas quais a recirculagdo externa de gas pode representar riscos
operacionais, como em processos de hidrogenagao, alquilagédo ou cloragao (Sardeing,
et al.,, 2006 apud Abyaneh et al., 2024). A figura 2 a seguir ilustra esquematizacao
operacao dos impelidores indutores de gas segundo a classificagao de Patwardhan e
Joshi.
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Figura 2 - llustracdo dos impelidores indutores de gas segundo a classificagdo de
Patwardhan e Joshi (Abyaneh et al., 2024).
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Fonte: (Abyaneh et al., 2024).

A Figura 2 apresenta a classificagao dos sistemas de inducao de gas
proposta por Patwardhan e Joshi, na qual os impelidores sao agrupados em trés
categorias distintas com base em suas caracteristicas mecanicas e na forma de
inducao do gas. Essa classificagao € fundamental visto que, com ela é possivel
compreender 0s principios operacionais envolvidos na indugao e dispersao de gas,
permitindo correlacionar aspectos de projeto dos impelidores com seu desempenho
hidrodindmico e potencial aplicagdo em bioprocessos biotecnoldgicos. O tipo 11 (a)
€ caracterizado pela presencga de um eixo oco acoplado a um impelidor que possui
entradas e saidas exclusivas para o gas, sendo considerado a configuragao mais
simples, na qual o gas é conduzido diretamente até a regido de dispersao. No tipo
12 (b), embora também haja a utilizacédo de eixo oco, o sistema incorpora
componentes adicionais, como difusores, que apresentam entradas para a fase

liquida, permitindo que o processo de indugao ocorra simultaneamente nas fases
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gas e liquido, além de possibilitar maior controle da introdugao e dispersao do gas.
Por fim, o tipo 22 (c) € composto por um impelidor convencional associado a um
tubo de inducgao junto ao difusor, sendo a principal distingdo em relagdo aos demais
a auséncia da necessidade de um impelidor oco, uma vez que o gas é conduzido
externamente até a zona de mistura. Essa configuragcado permite a utilizacdo de
impelidores convencionais sem modificagdes estruturais significativas, mantendo a
capacidade de autoindugédo e promovendo a dispersao simultanea das fases
(Patwardhan;Joshi, 1999; Shah et al., 2012 apud Abyaneh et al., 2024).

3.2 Transferéncia de oxigénio para microrganismos aerébios

Processos biotecnoldgicos que envolvem o cultivo de células em condi¢des
aerdbias apresentam elevada relevancia industrial, uma vez que diversos produtos,
como vitaminas, antibidticos e inoculantes, sdo obtidos por essa via. Entretanto, a
viabilidade desses processos depende do adequado dimensionamento da
transferéncia de oxigénio, que consiste na dissolugédo do oxigénio da fase gasosa para
a fase liquida, onde sera consumido pelos microrganismos durante a respiragao
celular. Do ponto de vista bioquimico, o oxigénio atua como aceptor final de elétrons
na cadeia respiratdria, sendo reduzido a agua. Esse processo possibilita a reoxidagao
de coenzimas envolvidas em reacdes de desidrogenagao, como as que ocorrem na
glicolise e no ciclo de Krebs, além de viabilizar a sintese de ATP a partir de ADP. O
ATP, por sua vez, fornece energia para reagées metabdlicas essenciais, incluindo a
sintese de biomoléculas e a multiplicagao celular (Schmidell et al., 2001 apud Heinen,
2018).

A aplicagao de altas taxas de agitagéo e aeragao, visando suprir a demanda de
oxigénio, pode, contudo, favorecer a formacdo rapida de espumas estaveis,
ocasionando problemas operacionais significativos e comprometendo a viabilidade do
processo (Kronemberger et al. 2008; Ha et al. 2018; Deng et al. 2022 apud Martins et
al., 2025). Dessa forma, o fornecimento de oxigénio deve ser equilibrado de modo a
atender as necessidades metabdlicas sem gerar complicagdes operacionais. Diante
dessas limitacdes, estratégias adicionais de controle tornam-se necessarias para
manter a estabilidade do processo.

Em muitas situacdes, torna-se necessario interromper as fermentagdes ou

adicionar agentes antiespumantes para controlar a formagédo excessiva de espuma
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(Chen et al., 2006 apud Martins et al., 2025). No entanto, o uso desses agentes nao é
considerado ideal, pois pode reduzir a taxa de transferéncia de oxigénio, aumentar os
custos de producdo e introduzir componentes adicionais que necessitam ser
removidos em etapas downstream (Davis et al., 2001; Guez et al, 2008; Winterburn et
al., 2010 apud Martins et al., 2025). Portanto, o sucesso do processo depende de um
equilibrio delicado entre oxigenagao adequada e controle da formagao de espuma.
Essa necessidade de equilibrio evidencia a complexidade inerente aos bioprocessos
aerobios industriais.

A maioria dos processos microbianos industriais ocorre em condi¢des aerdbias,
geralmente em meios aquosos contendo sais e compostos organicos, que
frequentemente apresentam alta viscosidade e comportamento n&do newtoniano.
Nesse contexto, a transferéncia de massa gas-liquido tem sido amplamente estudada
em bioprocessos aerébios, uma vez que a disponibilidade de oxigénio frequentemente
constitui um fator limitante ao crescimento celular e a formacédo de produtos de
interesse. Dessa forma, diversas estratégias tém sido propostas para aumentar a
eficiéncia da transferéncia de oxigénio, incluindo modificagbes na geometria dos
impelidores, alteragdbes nas condigdes hidrodinamicas do sistema e o
desenvolvimento de dispositivos capazes de intensificar a dispersdo da fase gasosa.
Tais abordagens visam elevar o coeficiente volumétrico de transferéncia de massa
(kLa), considerado um dos principais parametros para a avaliagdo do desempenho de
sistemas aerados (Garcia-Ochoa et al., 2000; Calik et al., 2004; Liu et al., 2006 apud
Ochoa et al., 2009). Consequentemente, garantir uma transferéncia eficiente de
oxigénio da fase gasosa para o meio de cultivo € fundamental para o sucesso dos
bioprocessos. Para isso, torna-se necessario quantificar e compreender os
parametros que governam esse fenbmeno.

A determinacéo precisa da taxa de transferéncia de oxigénio (OTR) &, portanto,
crucial em culturas aerdbias, pois permite prever o crescimento celular e a produg¢ao
de metabdlitos, sendo essencial para o planejamento, projeto e escalonamento de
biorreatores. Além disso, os bioprocessos sao conduzidos sob condi¢des previamente
otimizadas de temperatura, pH, pressao, agitacdo e concentracdes de biomassa e
nutrientes, com modos operacionais definidos (batelada, batelada alimentada, células
em repouso ou continuo). A OTR é influenciada por multiplos fatores, incluindo
propriedades fisicas do gas e do liquido, geometria do biorreator, condicdes

operacionais e consumo de oxigénio pelas células, tornando sua medi¢cdo direta
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complexa. Portanto, o controle e a otimizagao da transferéncia de oxigénio constituem
elementos centrais para a eficiéncia, viabilidade e escalabilidade de processos
aerobios industriais (Van et al., 1992; Benbelkacem et al., 2003 apud Ochoa et al.,
2009).

3.3 Riboflavina

A riboflavina (7,8-dimetil-10-ribitil-isoaloxazina) (Figura 3) € uma vitamina
hidrossoluvel pertencente ao complexo vitaminico B2, que apresenta coloragéo
amarela e fluorescente (Powers, 2003 apud Souza et al., 2005). Ela atua
principalmente como molécula precursora na formagao intracelular de nucleotideos e
coenzimas flavinicas, como o mononucleotideo de flavina (FMN) e o dinucleotideo de
adenina flavina (FAD), os quais desempenham papel fundamental como coenzimas
em reacgodes de oxirredugao no metabolismo celular (Abbas et al., 2011 apud Liu et al.,
2023). Dessa forma, a riboflavina destaca-se como uma vitamina indispensavel para

o funcionamento adequado do metabolismo

Figura 3 - Estrutura quimica da riboflavina (7,8-dimetil-10-ribitil-isoaloxazina) (Smalley et al., 2024).
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Fonte: (Smalley et al., 2024).

Vale ressaltar que as células de mamiferos nao sao capazes de sintetizar a
riboflavina, portanto, se faz necessario obter essa vitamina por meio da
suplementacao e alimentacdo. Além disso, podemos encontrar a Riboflavina em
ingredientes cosméticos e produtos de saude (Yang et al., 2021).

Atualmente, aproximadamente 70% do uso comercial da riboflavina esta

voltado para o ramo de aditivo alimentar, j& os outros 30% s&o utilizados para



25

aplicagdes farmacéuticas. Alguns exemplos de alimentos ricos em vitamina B2 sao,
principalmente, os de origem animal, como: leite, queijos, iogurtes, ovos e vegetais
folhosos (Schwechheimer et al., 2016; Wang et al., 2019 apud Liu et al., 2023).

Em relagdo a rota quimica, a producgéo por via microbiana apresenta beneficios
significativos, incluindo redugao de custos, menor tempo de processo e menor impacto
ambiental. Por esse motivo, os processos biotecnoldégicos vém progressivamente
substituindo os métodos quimicos tradicionais na obtengao de riboflavina (Liu et al.,
2023).

Entre os microrganismos mais investigados quanto as vias metabdlicas
envolvidas na biossintese de riboflavina e aos mecanismos de regulacdo génica
destacam-se Bacillus subtilis, Ashbya gossypii e Corynebacterium ammoniagenes
(Averianova et al., 2020 apud Liu et al., 2023).

No contexto industrial atual, a produgdo em larga escala dessa vitamina &
realizada predominantemente utilizando o fungo A. gossypii e a bactéria B. subtilis.
Dentre elas a bactéria B. subtilis possui vantagens como ciclo de fermentagcdo mais
curto, alto rendimento e requisitos mais simples de matéria-prima. Por isso, tem
demonstrado forte competitividade na industria de fermentagdo microbiana para
producao de riboflavina (Perkins et al., 1999 apud Liu et al., 2023).

Além de sua importancia nutricional e fisioldgica, a riboflavina apresenta ampla
aplicacao industrial. De acordo com Souza et al. (2005), essa vitamina € utilizada na
fortificagcdo de alimentos e ragdes animais, bem como na formulacdo de produtos
farmacéuticos e cosméticos. Adicionalmente, a riboflavina é empregada na industria
alimenticia como corante natural de coloragdo amarela, sendo regulamentada como
aditivo alimentar sob o cddigo E101 (EFSA, 2013). Sua utilizagdo como corante &
favorecida pela capacidade de conferir tonalidades amarelas a produtos alimenticios,
contribuindo simultaneamente para o enriquecimento nutricional com vitamina B2. Em
razdo de suas diversas aplicagdes industriais, a demanda por riboflavina tem
impulsionado o desenvolvimento de processos biotecnolégicos mais eficientes e

sustentaveis para sua produgdo em larga escala.
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3.4 Biossintese de riboflavina por Bacillus subtilis

O microrganismo Bacillus subtilis utiliza carboidratos como principal fonte de
carbono. A biossintese de riboflavina (RF) inicia-se a partir dos precursores trifosfato
de guanosina (GTP) e ribulose-5-fosfato (Ru5P), sendo que a RF formada pode
posteriormente ser convertida em mononucleotideo de flavina (FMN) e dinucleotideo
de adenina flavina (FAD). A formagao de FMN e FAD confere relevancia bioldgica a
riboflavina, uma vez que esses cofatores participam de multiplas vias metabdlicas
relacionadas ao transporte de elétrons, respiragao celular e metabolismo energético.
As rotas metabdlicas envolvidas desde o consumo do substrato até a produgao de
flavinas incluem processos como [3-oxidagao, ciclo do glicerato, ciclo do acido
tricarboxilico (TCA), gliconeogénese, via das pentoses fosfato (ramo oxidativo), via
das purinas e a prépria via de biossintese de flavinas (LIU et al., 2020 apud
Picdo.,.2021).

A engenharia biotecnoldgica de cepas com alta produgao de flavinas baseia-
se, de modo geral, na superexpressao de genes envolvidos nas vias metabdlicas de
interesse, na eliminacao de rotas concorrentes e na inativagdo de genes regulatérios
associados a repressao enzimatica. Em Bacillus subtilis, a biossintese de riboflavina
(RF) é predominantemente regulada pelo operon rib, composto por cinco genes:
ribDG, ribE, ribAB, ribH e ribT (Figura 4). Nesse contexto, a superexpressao dos
genes diretamente relacionados a sintese de RF constitui uma das estratégias mais
empregadas para aumentar sua produgao em B. subtilis (Pedrolli et al., 2015 apud
Picdo.,2021).

Figura 4 - Estrutura do open rib em bactéria (Zhang et al. 2021).
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A etapa inicial da via de purinas envolvida na biossintese de riboflavina ocorre
de forma semelhante entre diferentes microrganismos, iniciando-se pela
transformacao do GTP em 2,5-diamino-6-ribosil-amino-4(3H)pirimidinodiona 5'-fosfato
(DARPP), além da formacao de formiato e pirofosfato, reagao catalisada pela enzima
GTP ciclohidrolase Il (Liu et al., 2020 apud Averianova et al., 2020). Em A. gossypii,
essa enzima é codificada pelo gene RIB1, enquanto em B. subtilis é codificada pelo
gene hibrido bifuncional ribAB (Figura 5). Estudos demonstram que a superexpresséo
do gene ribAB em B. subtilis promoveu um aumento de aproximadamente 25% na
producao de riboflavina, sugerindo que essa etapa representa um possivel ponto
limitante da via biossintética (Hiumbelin et al., 1999 apud Averianova et al., 2020).

Em seguida, o DARPP é transformado em 5-amino-6-ribitilamino-2,4(1H,3H)
pirimidinodiona (ArP) por meio de uma sequéncia de reagbes que envolvem
desaminacao, reducado da cadeia lateral e desfosforilagdo. No caso de A. gossypii,
essa conversao ocorre inicialmente por uma etapa de reducgdo, seguida de
desaminagao, catalisadas respectivamente pelas enzimas DARPP redutase
(codificada por RIB7) e DArPP desaminase (codificada por RIB2), resultando na
formacgao de 5-amino-6-ribitilamino-2,4(1H,3H)pirimidinodiona 5'-fosfato (ArPP). Por
outro lado, em B. subtilis — assim como em plantas — a sequéncia dessas reacdes
ocorre de maneira inversa, com a desaminagao precedendo a redug¢ao, sendo ambas
catalisadas por uma enzima bifuncional codificada pelo gene ribDG (Pedrolli et al.,
2015; Revuelta et al., 2016 apud Averianova et al., 2020).
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Figura 5 - Esquema biossintese de riboflavina por Bacillus subtilis (Averianova et al., 2020).
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A etapa seguinte pode envolver a desfosforilagdo de ArPP (Figura 5).
Entretanto, 0 mecanismo responsavel por essa rea¢ao, assim como a identificagcao da
fosfatase que converte ArPP em ArP, ainda ndao esta completamente esclarecido na
via de biossintese de riboflavina, apesar de diversos estudos ja terem investigado a
origem dos quatro carbonos presentes em ArP. Em plantas, como Arabidopsis, foi
identificada uma fosfatase especifica capaz de catalisar essa conversao, dentre oito
enzimas pertencentes a superfamilia das desidrogenases de haloacidos (HAD). Por
outro lado, em B. subtilis, a investigagdo por enzimas com fungdes promiscuas
semelhantes ndo conseguiu apontar um candidato responsavel por essa atividade (Sa
et al., 2016 apud Averianova et al., 2020).

A via alternativa derivada das pentoses fosfato na biossintese de riboflavina
envolve a conversao do Ribu5P em 3,4-diidroxi-2-butanona-4-fosfato (DHBP), reacao
catalisada pela enzima DHBP sintase. Em A. gossypii, essa etapa € codificada pelo
gene RIB3, enquanto em B. subtilis esta associada ao gene ribAB. Cabe destacar que,
em B. subtilis, o produto do gene ribAB corresponde a uma enzima bifuncional, que
reune as atividades de GTP ciclohidrolase Il e DHBP sintase. Dessa forma, essa
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proteina é capaz de catalisar tanto a clivagem do GTP quanto a formacgédo de DHBP a
partir de Ribu5P, atuando nas etapas iniciais das duas ramificagdes da via de
biossintese de riboflavina (Averianova et al., 2020).

Em etapas posteriores, as duas ramificagdes da via biossintética da riboflavina
passam a convergir em uma unica rota metabdlica. A partir da condensacgao entre ArP
e DHBP, ocorre a formagao de 6,7-dimetil-8-ribitilumazina (DRL), reagao catalisada
pela enzima DRL sintase, também conhecida como lumazina sintase. Em A. gossypii,
essa enzima é codificada pelo gene RIB4, enquanto em B. subtilis corresponde ao
gene ribH (subunidade beta). Além disso, em conjunto com o produto do gene ribE
(subunidade alfa, associada a riboflavina sintase), forma-se um complexo pds-
traducional do tipo lumazina sintase/riboflavina sintase, com organizacao estrutural
RibE e RibH (Schwechheimer et al.,, 2016; Han e Woycechowsky, 2017 apud

Averianova et al., 2020).

3.5 Importancia do tamponamento para vedagao em cultivos

Em cultivos microbiolégicos conduzidos em frascos do tipo erlenmeyer, a
manutengao de condi¢cdes assépticas € essencial para garantir a confiabilidade dos
resultados experimentais. A presengca de microrganismos contaminantes pode
interferir no crescimento celular e na produgcao de metabdlitos, uma vez que esses
organismos competem por nutrientes e podem alterar o metabolismo do sistema
(Madigan et al., 2016).

Para evitar contaminagdes provenientes do ambiente externo, sdo utilizados
sistemas de vedacéao nos recipientes de cultivo. Entre esses, os tampdes de algodao
sdo amplamente empregados em praticas laboratoriais, principalmente devido a sua
simplicidade, baixo custo e eficiéncia na proteg¢ao do sistema.

Os tampdes de algodao atuam como uma barreira fisica, reduzindo a entrada
de particulas e microrganismos presentes no ar. Essa fungao esta associada a sua
estrutura fibrosa, que promove retencdo mecanica de contaminantes, sendo um
principio basico de filtragdo em meios porosos (Madigan et al., 2016).

Além da fungao de protecao, o sistema de vedacao deve permitir a troca gasosa
entre o interior do frasco e 0 ambiente externo. Em cultivos aerébios, o oxigénio € um

nutriente essencial, atuando como aceptor final de elétrons no metabolismo celular e
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sendo determinante para o crescimento microbiano e producdo de metabdlitos
(Garcia-ochoa et al., 2009).

Nesse contexto, a presenca de sistemas de vedagao pode influenciar a
transferéncia de oxigénio, uma vez que introduz uma resisténcia adicional a de gases.
Estudos classicos em cultivos agitados demonstram que a configuragdo do
fechamento dos frascos pode alterar a taxa de transferéncia de oxigénio e a
composi¢cdo gasosa no interior do sistema, especialmente em condigdes de alta
demanda metabdlica (Finn, 1974 apud Corman et al., 1975).

Dessa forma, o sistema de vedagao deve ser selecionado considerando um
equilibrio entre a prevengao de contaminagao e a eficiéncia da transferéncia de

oxigénio, fatores fundamentais para o desempenho do cultivo.

Tabela 1 - Materiais utilizados na confecgédo dos tampdes e seus respectivos custos estimados

(2026).
Tamponamento llustracao Material Unidade Custo
comercial estimado
(R$)

Algodao Pacote (50—

hidrofobico 100 g) 10,00 — 25,00

Algodéao

Gaze Pacote (~100

hidrofébico | unidades) | 12:00 40,00

Barbante Rolo (~100 m) | 10,00 — 25,00

Silicone

Pelicula de

- Unidade 20,00 - 60,00
silicone

Fonte: Elaborado pelo autor (2026).
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O tampéo de algodao foi selecionado por ser amplamente empregado em
cultivos em frascos erlenmeyer, devido a sua capacidade de atuar simultaneamente
como barreira fisica a contaminagdo e como meio permeavel a difusdo gasosa, sendo
considerado um padrdo em praticas laboratoriais microbiolégicas (Madigan et al.,
2016). Por outro lado, a pelicula de silicone foi escolhida como alternativa de vedagéao
devido as suas propriedades fisico-quimicas, como flexibilidade, resisténcia térmica e
possibilidade de esterilizagdo por autoclavagem. Diferentemente do algodao, o
silicone apresenta caracteristicas de menor porosidade, podendo atuar como uma
barreira mais eficiente contra contaminantes, porém com potencial impacto na
transferéncia de gases (Suresh et al., 2009).

Dessa forma, a comparacao entre os dois materiais permitiu avaliar o efeito do
sistema de vedacao sobre o desempenho do cultivo, considerando simultaneamente
aspectos de assepsia e de transferéncia de oxigénio, fatores diretamente relacionados
ao crescimento microbiano e a producao de riboflavina. Nesse sentido, estudos que
avaliam a influéncia dos sistemas de vedacao sobre a transferéncia de massa sao
importantes para a otimizacao de cultivos aerdbios, permitindo a selegcao de materiais
que conciliem eficiéncia na troca gasosa, controle de contaminacdo e viabilidade

operacional em aplicagdes biotecnolodgicas.



32

4 MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram conduzidos de forma sequencial, envolvendo as etapas
de planejamento experimental, desenvolvimento dos impelidores, preparo do
microrganismo, conduc¢do dos cultivos em frascos erlenmeyer e analises dos

parametros de crescimento celular e producgao de riboflavina.

4.1 Modelagem e impressao 3D

O planejamento experimental foi elaborado com o auxilio do software Minitab,
conforme apresentado na Tabela 2. Nessa etapa, foram definidos os parametros
geométricos dos impelidores, incluindo a base (mm) e a altura das pas (mm), bem
como o numero de ensaios realizados.

Foram avaliados diferentes modelos de impelidores, totalizando nove
configuragdes distintas. Vale ressaltar que o impelidor 1 foi replicado trés vezes ao
longo do experimento, com o objetivo de avaliar a reprodutibilidade dos resultados
obtidos.

Tabela 2 - Planejamento experimental dos impelidores desenvolvidos.

Impelidor Base Altura

(mm) (mm)
1 10 20
2 5 10
3 15 10
4 5 30
5 15 30
6 3 20
7 17 20
8 10 6
9 10 34

Fonte: Elaborado pelo autor (2026).

Os impelidores indutores de gas foram projetados com o auxilio do software
Autodesk® AutoCAD, considerando diferentes variagbes geométricas de base e altura
das pas. Apods a etapa de modelagem, os impelidores foram produzidos por meio de
impressao 3D Creality Ender-3, empregando filamento de acido polilatico (PLA). A

impressao foi realizada por meio da tecnologia Fused Deposition Modeling (FDM), na
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qual o filamento termoplastico é fundido em um bico extrusor aquecido e depositado
sucessivamente em camadas, formando a peca tridimensional a partir do modelo
digital previamente desenvolvido. O equipamento dispde de uma mesa aquecida, que
auxilia na adesao das primeiras camadas ao leito de impressao e contribui para a
estabilidade dimensional das pegas durante o processo de fabricagdo. A escolha
dessa tecnologia deve-se a sua capacidade de produzir pegas com boa precisao
dimensional, adequado acabamento superficial e baixo custo de fabricagao,
caracteristicas importantes para a producao dos impelidores utilizados neste estudo e
posteriormente acoplados aos sistemas de cultivo em frascos erlenmeyer, sendo
utilizados para promover a agitacao e a indugao de gas durante os experimentos.

A Figura 6 apresenta a renderizagao do frasco erlenmeyer (A), bem como as
configuragbes dos impelidores empregados (B) e (C), enquanto a Figura 7 ilustra os
nove impelidores desenvolvidos neste estudo. Vale ressaltar que, as pas dos
impelidores foram inclinadas a 60°, com o objetivo de intensificar os padrdes de
escoamento e promover maior interagdo entre o fluido e as paredes do erlenmeyer

durante a agitagéo a 220 rpm.

Figura 6 - Renderizacdo feita no software Autodesk® AutoCAD para elaboragéo dos impelidores
indutores de gas a) Grupo controle- sem impelidor b) Esbo¢o impelidor e c) Impelidor completo.

a) b) c)

Fonte: Elaborado pelo autor (2026).
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Figura 7 - Renderizacéo feita no software Autodesk® AutoCAD em relagao as configuragdes dos
nove impelidores desenvolvidos no presente trabalho: a) 1; b) 2; ¢) 3; d) 4; e) 5;f) 6; g) 7; h) 8; i) 9.

Base (mm)

Altura (mm): comprimento da pa do impelidor (somente a parte inferior da pa).

v

< —» Base (mm): largura da pa do impelidor (na extremidade da pa).

Fonte: Elaborado pelo autor (2026).

4.2 Microrganismo

Foi utilizado o microrganismo Bacillus subtilis superprodutor de riboflavina (RF)
geneticamente modificado, conservado em criotubos contendo 40% de glicerol a
temperatura de -80°C em ultra freezer modelo THERMO FORMA® (Picao, 2021).

4.3 Preservagao do microrganismo

Para a preparagado do pré-indculo da cepa de Bacillus subtilis geneticamente
modificada e superprodutora de riboflavina (RF), foi utilizado meio liquido contendo 20
g-L™" de componente Luria-Bertani (LB) e 20 g-L™" de sacarose. O cultivo foi conduzido
sob agitacdo orbital de 220 rpm, a 37 °C, por aproximadamente 16—18 horas
(overnight), visando a obtencdo de células em fase exponencial de crescimento
(Picao, 2021).

A partir do cultivo obtido, foi retirada uma aliquota de 720 pL, a qual foi
transferida assepticamente para criotubos estéreis (Figura 8). Em seguida, foram

adicionados 480 uL de solucdo de glicerol a 50% (v/v), utilizado como agente
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crioprotetor, totalizando um volume final de 1200 pL. O glicerol atua na protecao das
células durante o congelamento, reduzindo a formagdo de cristais de gelo
intracelulares e preservando a viabilidade celular (Picdo, 2021).

Posteriormente, os criotubos foram armazenados a -80 °C, condigdo que
permite a conservacdo de longo prazo da cepa com manutengcdo de suas

caracteristicas fisiol6gicas e produtivas (Picao, 2021).

Figura 8 - Banco de células Bacillus subtilis

Fonte: Elaborado pelo autor (2026).

4.4 Meio de cultura de reativagao (MR)

O meio de cultura empregado na etapa de reativagao foi composto por meio LB
na concentragcdo de 20 g-L™", suplementado com 20 g-L™" de sacarose, conforme

apresentado na Figura 9 (Picao, 2021).
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Figura 9 - Meio de reativacdo (MR) autoclavado.

AT R s E e
5. DM

Fonte: Elaborado pelo autor (2026).

4.5 Meio de cultura de producao (MP)

Para a elaboragdo do meio de cultura de produgédo (MP) (Figura 10), foram
utilizados os seguintes componentes: 70 g-L™" de sacarose; 1 g-L™ de extrato de
levedura; 25 g-L™" de nitrato de sddio (NaNOs); 0,333 g-L™" de fosfato monopotassico
(KH,PO,); 1 g-L™" de fosfato dissddico dodecahidratado (Na,HPO,-12H,0); 0,15 g-L™
de sulfato de magnésio heptahidratado (MgSO,-7H,0); 0,0075 g-L™" de cloreto de
célcio (CaCl,); e 0,006 g-L™" de sulfato de manganés monohidratado (MnSO,-H,0) e
0,006 g-L™" de sulfato de ferro heptahidratado (FeSO,-7H,0) (Picao, 2021).

Apo6s a completa dissolugdo dos componentes sob agitagédo orbital, o pH do
meio foi ajustado para 7,0, sendo posteriormente submetido ao processo de

esterilizagdo (Wang et al. 2018 apud Picéo, 2021).
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Figura 10 - Meio de produgéao (MP).

Fonte: Elaborado pelo autor (2026).

4.6 Cultivo em frascos Erlenmeyer

4.6.1 Reativagao

Para elaboragdo do meio de reativagdo (MR) composto de LB 20 gL' e
sacarose 20 g.L" e misturados a 100 ml de agua destilada. Logo apds a mistura foram
adicionados 10 ml de MR em 2 falcons (50 mL) e autoclavados. Depois desta etapa,
foram adicionados em cada falcon o conteudo de um criotubo contendo cepa de B.
subtilis superprodutor de RF. Os Falcons foram mantidos em 220 rpm a 37°C por 24h
(Picao, 2021).

4.6.2 In6culo

Nesta etapa foram adicionados 10 mL de meio contidos nos 2 Falcons apds o
processo de reativagdo em 2 frascos de erlenmeyers (5600 mL) contendo 90 mL cada
de MR ja autoclavado. Os frascos foram mantidos em 220 rpm a 37°C por 24h (Picéo,
2021).
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4.6.3 Produgao

Ao final do processo de Inéculo o meio contido nos 2 frascos de erlenmeyers
serao reunidos e um volume de 10 mL foi transferido para 14 frascos de erlenmeyers
(500 mL) ja contendo 90 mL cada de MP ja autoclavado. Logo em seguida os

impelidores foram acoplados e mantidos a 220 rpm a 37°C por 48h (Picao, 2021).

4.6.4 Condicgoes de cultivo

A etapa de producéo foi conduzida a partir do in6culo previamente preparado,
sob condigdes controladas de temperatura, agitagéo e volume de trabalho, conforme
estabelecido no planejamento experimental (Picdo, 2021). Os cultivos foram

realizados em shaker de agitagdo a 220 rpm e 37°C (Figura 11).

Figura 11 - Cultivo em Shake.

Fonte: Elaborado pelo autor (2026).

4.7 Determinacgao da concentracao celular

Foram realizadas analises para quantificacdo da densidade celular através da
absorbancia a 600 nm em espectrofotbmetro GENESYS 10S, THERMO

SCIENTIFIC®. As amostras foram diluidas com agua destilada, totalizando um volume
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de 2 mL por cubeta. A cubeta contendo sé meio de cultura foi utilizada como branco
(Jesuino, 2019 apud Picao, 2021). Ressalta-se que, para todas as amostras, os
valores obtidos foram previamente multiplicados por 10, em fun¢ao da diluicdo de 10
vezes realizada. A conversao dos valores de absorbancia em concentragao celular foi

realizada por meio da curva de calibragao apresentada no Anexo A.

4.8 Determinacao de riboflavina

Para analise da concentragédo de riboflavina nas amostras, uma aliquota foi
retirada e centrifugada a 5000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi coletado e
separado para a leitura em 445 nm em espectrofotémetro GENESYS 10S, THERMO
SCIENTIFIC® (Picdo, 2021). Ressalta-se que, para todas as amostras, os valores
obtidos foram previamente multiplicados por 100, em fungao da diluicdo de 100 vezes
realizada. A determinacdo da concentragao de riboflavina foi realizada com base na

curva de calibragao apresentada no Apéndice A.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Com o objetivo de avaliar a influéncia da geometria dos impelidores na
producao de riboflavina e no crescimento celular de Bacillus subtilis, foram realizados
experimentos variando-se os parametros de base e altura das pas. Os resultados

obtidos, bem como sua interpretacéo, sao apresentados de forma integrada a seguir.
5.1 Influéncia da geometria dos impelidores sobre a concentragao celular

A partir da curva de calibragao utilizada, foi possivel converter os valores de
absorbancia em concentracao celular de biomassa e, assim, comparar o efeito das
diferentes configuragbes geométricas dos impelidores sobre o crescimento celular de
Bacillus subtilis. Os resultados apresentados na Tabela 3 evidenciam que a geometria
do impelidor influenciou diretamente a concentragcdo celular obtida ao final dos
cultivos. Entre os sistemas avaliados, o impelidor 2 apresentou a maior média de
biomassa (5,96), seguido do impelidor 6 (5,35). Em contrapartida, os impelidores 4, 5
e 9 apresentaram os menores valores médios, correspondendo a 0,65, 0,71 e 0,75,
respectivamente. As repeticdes realizadas para o impelidor 1 resultaram em médias

de 4,99, 4,81 e 4,95, indicando boa reprodutibilidade experimental.

Tabela 3 - Valores obtidos em relagdo a concentracao celular em 600 nm.

Concentragao Média
A PelturalbDO biomassa Biomassa
(600 nm)
y=0,5134 x
Impelidor 1 | 0,96 097 1099 | 49 | 499 5,07 4,99
Impelidor 1| 0,93 094 1094|478 | 4,83 4,82 4,81
Impelidor1 | 0,95 096 | 098|489 | 494 5,01 4,95
Impelidor2 | 1,15 1,17 11,16 | 591 | 6,02 5,96 5,96
Impelidor3 | 0,9 0,91 0,9 [ 463 | 469 4,61 4,64
Impelidor4 | 0,13 013 1013 ]065]| 0,65 0,66 0,65
Impelidor5 | 0,14 0,13 [ 0,14 | 0,74 | 0,69 0,71 0,71
Impelidor6 | 1,04 1,05 [ 1,03 535]| 539 5,31 5,35
Impelidor7 | 0,44 045 [ 044 | 225 | 2,32 2,24 2,27
Impelidor8 | 0,48 047 [ 052|245 | 242 2,68 2,52
Impelidor9 | 0,14 0,14 [ 015 0,72 | 0,74 0,79 0,75

Fonte: Elaborado pelo autor (2026).
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Dessa forma, a concentragao celular (DO) foi determinada por meio da
substituicdo dos valores de absorbancia obtidos na equacédo da reta, seguida do
calculo da média entre as trés concentracées. Com o auxilio do software STATISTICA,
foram elaborados o diagrama de Pareto (Grafico 1) e sua respectiva analise grafica
(Gréafico 2).

Grafico 1 - Diagrama de Pareto referente a DO.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: DO[600nm]
2 factors, 1 Blocks, 11 Runs; MS Residual=1,406717
DV: DO[600nm]

(2)Altura [mm](L) t --3,49845
Altura [mm](Q) | I-3,1515

(1)Base [mm](L) | 1,67457

Base [mm](Q) { - 971637

1Lby2L 19822034

p=,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Fonte: Elaborado pelo autor (2026).

Esses resultados demonstram que pequenas alteragbes geométricas nas pas
dos impelidores foram suficientes para provocar diferengas significativas no
crescimento celular. Estatisticamente, observou-se que determinadas combinacdes
de base e altura favoreceram o cultivo, enquanto outras prejudicaram de forma
acentuada o desempenho do sistema. Esse comportamento sugere que a geometria
do impelidor influenciou a dindmica de mistura e, consequentemente, as condicdes de
cultivo as quais as células foram expostas (Forrester et al., 1998; Buffo et al., 2016).

A analise estatistica apresentada no diagrama de Pareto (Grafico 1) mostrou
que a variavel altura exerceu o efeito mais pronunciado sobre a densidade 6ptica,
tanto em seu termo linear quanto quadratico, superando a influéncia observada para
a base. Além disso, a interagao entre base e altura apresentou menor contribuicao,
indicando que, nas condi¢bes estudadas, a altura foi o parametro geométrico de maior

relevancia para a resposta analisada. O sinal negativo observado para os coeficientes
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associados a altura indica que o aumento desse parametro esteve relacionado a

diminuicao da concentragao celular (Buffo et al., 2016).

Grafico 2 - Grafico de contorno referente a DO.

Fitted Surface; Variable: DO[600nm]
2 factors, 1 Blocks, 11 Runs; MS Residual=1,406717
DV: DO[600nm]

Altura [mm]
— [l (=] (%] [¥%) E
w [==] w (=] w =

—
[}

5 4
3

0 1
’ ’ =1

2 4 6 8 10 12 14 16 18%2_3
Base [mm] M < -5

Fonte: Elaborado pelo autor (2026).

O gréfico de contorno (Grafico 2) confirma essa tendéncia ao evidenciar que a
regido de maior resposta se concentrou em faixas intermediarias de base e altura,
com destaque para valores proximos de 10 mm de base e alturas moderadas. Em
contrapartida, geometrias mais extremas tenderam a reduzir a biomassa, o que esta
de acordo com os resultados experimentais observados para os impelidores de menor
desempenho. Dessa forma, os dados indicam que o crescimento celular ndo foi
favorecido pelas maiores dimensbes geométricas, mas sim por configuracoes
intermediarias, capazes de proporcionar condigbes mais adequadas ao cultivo (Buffo

etal., 2016).

5.2 Influéncia da geometria dos impelidores sobre a produgao de riboflavina

Com base na curva de calibragao previamente estabelecida, foi possivel
converter os valores de absorbancia em concentracao de riboflavina, permitindo a

comparagao entre as diferentes configuracbes de impelidores avaliadas. Os
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resultados apresentados na Tabela 4 evidenciam que a geometria dos impelidores

exerceu influéncia significativa sobre a producéao de riboflavina.

Tabela 4 - Valores obtidos em relagao a concentracao de riboflavina em 445 nm.

Leitura Concentragao Média
Cultivo Riboflavina Riboflavina y= 0,0482 x Riboflavina
(445 nm)
Impelidor1 | 0,23 | 0,25 | 0,26 | 1,13 1,19 1,23 1,18
Impelidor1 | 0,21 | 0,22 | 0,3 1,03 1,07 1,44 1,18
Impelidor1 | 0,22 | 0,24 | 0,24 | 1,08 1,14 1,15 1,12
Impelidor2 | 042 | 041 | 0,44 | 2,01 2,00 2,12 2,04
Impelidor3 | 0,19 | 0,19 | 0,19 | 0,92 0,89 0,93 0,91
Impelidor4 | 0,04 | 0,03 | 0,03 | 0,17 0,16 0,14 0,16
Impelidor5 | 0,03 | 0,04 | 0,03 | 0,14 0,2 0,15 0,17
Impelidor6 | 0,31 | 0,31 | 0,31 1,5 1,48 1,48 1,49
Impelidor7 | 0,13 | 0,12 | 0,13 | 0,64 0,59 0,64 0,62
Impelidor8 | 0,14 | 0,15 | 0,44 | 0,69 0,71 0,68 0,69
Impelidor9 | 0,04 | 0,05 | 0,06 | 0,21 0,22 0,27 0,23

Fonte: Elaborado pelo autor, (2026).

Entre os sistemas analisados, o impelidor 2 apresentou a maior média de
producao (2,04), seguido pelo impelidor 6 (1,49). Em contrapartida, os impelidores 4,
5 e 9 apresentaram os menores valores, correspondendo a 0,16, 0,17 e 0,23,
respectivamente. Os ensaios realizados com o impelidor 1 apresentaram médias
préoximas entre si (1,18; 1,18 e 1,12), indicando boa reprodutibilidade experimental.

Esses resultados demonstram que a produgéao de riboflavina seguiu tendéncia
semelhante a observada para a concentragao celular, sugerindo uma relagao direta
entre crescimento microbiano e sintese do metabdlito nas condi¢cées avaliadas. De
modo geral, os impelidores que favoreceram maior crescimento celular também
apresentaram maior producdo de riboflavina, indicando que as condi¢des
hidrodindmicas geradas influenciaram simultaneamente ambos os parametros (HU et
al., 2017).

A andlise estatistica por meio do diagrama de Pareto (Grafico 3) mostrou que
as variaveis geométricas base e altura linear exerceram efeitos significativos sobre a
producao de riboflavina. Observa-se que a altura apresentou o maior efeito
padronizado, seguida pela base, indicando que ambos os parametros contribuiram de

forma relevante para a resposta analisada. O sinal negativo observado indica que o
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aumento desses parametros geométricos esteve associado a redugao da produgao
de riboflavina. Esse comportamento sugere que dimensdes excessivas das pas nao
favoreceram as condigbes de mistura e transferéncia de oxigénio necessarias para a
sintese do metabdlito. Dessa forma, observa-se que a producéo de riboflavina foi
maximizada em faixas intermediarias de base e altura, enquanto valores mais
elevados dessas variaveis tenderam a exercer efeito negativo sobre a resposta

analisada.

Grafico 3 - Diagrama de Pareto referente a produgéo riboflavina.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Média riboflavina
2 factors, 1 Blocks, 11 Runs; MS Residual=,1005721
DV: Média riboflavina

(2)Altura [mm](L) t -3,%6024-
(1)Base [mm](L) } -2,61635
Altura [mm](Q) r -2,5024
1Lby2L | 1,790921
Base [mm](Q) -,287186
pI:,DS

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Fonte: Elaborado pelo autor (2026).

O gréfico de contorno (Grafico 4) reforga essa interpretagéo ao evidenciar que
a regidao de maior produgao de riboflavina esta associada a valores intermediarios de
base e altura. Observa-se que as maiores concentracées foram obtidas em faixas
proximas a 10 mm de base e alturas moderadas, enquanto valores extremos dessas
variaveis resultaram em menor produ¢ao do metabdlito (Hu et al., 2017; You et al.,
2021).
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Grafico 4 - Grafico de contorno referente a produgao da riboflavina.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2026).
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5.3 Comparagao grupo de controle em relagao ao cultivo na presengca de

impelidores.

Com o objetivo de avaliar a influéncia da presenga dos impelidores no sistema,

foram realizados ensaios em triplicata utilizando um grupo controle, no qual os cultivos

foram conduzidos nas mesmas condicdes experimentais, porém na auséncia de

impelidores. Os resultados obtidos para concentracdo celular e produgdo de

riboflavina estao apresentados nas Tabelas 5 e 6.

Tabela 5 - Resultados grupo de controle referente a leitura da concentragao celular.

Leitura Riboflavina Concentragao Média
Controle (600 nm) Biomassa Biomassa
y=0,5134 x
Cultivo 1 0,88 1 089 | 0,88 | 449 | 454 | 451 4,51
Cultivo2 | 0,93 | 093 | 095 | 4,77 | 477 | 49 4,82
Cultivo3 | 0,96 | 0,99 | 0,98 | 495 | 506 | 501 5,00

Fonte: Elaborado pelo autor (2026).
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Tabela 6 - Resultados grupo de controle referente a leitura da concentracao da riboflavina.

Leitura Concentragao
Controle Riboflavina Riboflavina Média Riboflavina
(445 nm) y=0,0482 x
Cultivo1 1 028 | 029 | 0,3 | 1,35 | 141 1,44 1,4
Cultivo2 | 0,3 | 0,31 | 0,33 | 147 | 1,47 1,58 1,51
Cultivo3 | 0,3 | 0,31 | 0,32 | 143 | 148 1,56 1,49

Fonte: Elaborado pelo autor (2026).

Para a concentragao celular, os valores médios obtidos para o grupo controle
foram de 4,51; 4,82 e 5,00, evidenciando crescimento celular consistente mesmo na
auséncia de impelidores. Esses resultados indicam que o sistema de agitagcao
convencional em shake foi suficiente para sustentar o crescimento de Bacillus subtilis,
ainda que sem a intensificagao promovida pelos impelidores.

Ao comparar esses valores com os obtidos nos ensaios com impelidores,
observa-se que alguns sistemas apresentaram desempenho superior ao controle,
como o impelidor 2 (5,96) e o impelidor 6 (5,35), enquanto outros apresentaram
desempenho inferior, como os impelidores 4, 5 e 9. Esse comportamento demonstra
que a simples presenca do impelidor ndo garante melhoria no processo, sendo a
geometria um fator determinante para o desempenho do sistema (Knorr et al., 2007).

Em relagao a producéo de riboflavina, o grupo controle apresentou médias de
1,40; 1,51 e 1,49, valores que se situam em uma faixa intermediaria quando
comparados aos sistemas com impelidores. O impelidor 2 apresentou a maior
producao (2,04), indicando que sua configuragao provavelmente proporcionou
condigdes de mistura e transferéncia de oxigénio mais adequadas ao crescimento e
metabolismo de Bacillus subtilis. Por outro lado, os impelidores 4 e 5 apresentaram
producdes significativamente inferiores, sugerindo que os padrdoes de escoamento
gerados por esses sistemas podem néo ter favorecido a distribuigdo homogénea de
nutrientes e oxigénio no meio de cultivo. Dessa forma, os resultados indicam que a
geometria do impelidor influenciou diretamente as condi¢des do cultivo e,

consequentemente, a produgao de riboflavina (Grafico 5).
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Grafico 5 - Influéncia da geometria dos impelidores na produgéo de riboflavina.

1,46
| 1

,16
0,91
0,69
0,62
I 0,23 0,17 0,16
1 3 8

iMPELIDOR

2,50
2,04

2,00

1,49
1,50
1,00
0,50
0,00
6

A comparagao entre os resultados evidencia que os impelidores, quando

Producdo riboflavina (G/L)

Grupo
controle

Fonte: Elaborado pelo autor (2026).

adequadamente projetados, sdo capazes de intensificar tanto o crescimento celular
quanto a producgéo de riboflavina. Por outro lado, geometrias inadequadas podem
comprometer o desempenho do sistema, resultando em valores inferiores ao proprio
grupo controle (Knorr et al., 2007; Buffo et al., 2016).

A analise conjunta dos resultados de biomassa, riboflavina e controle sem
impelidor mostra uma correlagédo clara entre a geometria dos impelidores e o
desempenho do cultivo. Os impelidores que proporcionaram maiores concentragoes
celulares, especialmente os impelidores 2 e 6, também foram os que apresentaram
as maiores producdes de riboflavina, enquanto geometrias associadas a baixa
biomassa também resultaram em baixa produgao do metabdlito. Além disso, o fato de
apenas alguns impelidores superarem o controle demonstra que o ganho de
desempenho nao esteve relacionado apenas a inser¢ado de um elemento mecanico no
frasco, mas a obtencdo de uma geometria capaz de favorecer simultaneamente
mistura, indugao gasosa e condigdes adequadas de cultivo.

A correlacédo observada entre crescimento celular e produgcao de riboflavina
indica que as condi¢des de cultivo desempenham papel fundamental no desempenho
do processo. A literatura demonstra que tanto a geometria do impelidor quanto a
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disponibilidade de oxigénio influenciam diretamente a eficiéncia de processos
biotecnolégicos, afetando simultaneamente crescimento e producao de metabdlitos
(Buffo et al., 2016; You et al., 2021).

Assim, os resultados obtidos neste trabalho reforcam que a otimizacdo da
geometria dos impelidores € essencial para maximizar o desempenho do sistema,

sendo possivel identificar configuragdes que superam inclusive o grupo controle.

5.4 Comparagao referente ao tamponamento de silicone e algodao

O mesmo procedimento experimental foi realizado para avaliar a influéncia do
tipo de tamponamento sobre o cultivo, comparando o uso de algodé&o e silicone em
sistemas conduzidos na auséncia de impelidores. Os resultados estao apresentados

na Tabela 7, enquanto a comparacgao visual € apresentada no Grafico 6.

Tabela 7 - Andlises comparativas referentes ao tamponamento de silicone e algodao.

Média concentragao Média concentragao
P de biomassa de Riboflavina
Tamponamento 4,63 1,39
com algodéo
Tamponamento 3,73 0,94
com silicone

Fonte: Elaborado pelo autor (2026)

Grafico 6 - Analise comparativa referente ao tamponamento de algodao e silicone.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2026).
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Os dados mostram que o tamponamento com algodao resultou em maiores
valores tanto para concentracdo de biomassa (4,63) quanto para producédo de
riboflavina (1,39), em comparagdo ao tamponamento com silicone, que apresentou
valores de 3,73 e 0,94, respectivamente. Essa diferenca é claramente evidenciada no
Grafico 6, no qual se observa superioridade consistente do sistema com algodéao para
ambas as variaveis analisadas.

Esse comportamento pode estar associado as caracteristicas de
permeabilidade dos materiais utilizados no fechamento dos frascos. O algodao é
amplamente utilizado em cultivos microbiolégicos por permitir trocas gasosas
eficientes com o meio externo, favorecendo a entrada de oxigénio e a liberacéo de
dioxido de carbono, sem comprometer a assepsia do sistema. Por outro lado,
materiais menos permeaveis, como o silicone, podem impor maior resisténcia a
difusdo gasosa, limitando a disponibilidade de oxigénio no interior do frasco.

A limitagdo de oxigénio pode impactar diretamente tanto o crescimento celular
quanto a producdo de metabdlitos em processos aerdbios. No caso de Bacillus
subtilis, a producado de riboflavina €& altamente dependente da disponibilidade de
oxigénio, sendo reduzida sob condi¢cdes de baixa aeragao (Hu et al., 2017; You et al.,
2021).

Além disso, estudos classicos sobre cultivos em frascos agitados indicam que
sistemas de vedagao, como tampdes de algodao, podem influenciar significativamente
a taxa de transferéncia de oxigénio, atuando como uma barreira parcial a difusdo
gasosa, porém ainda permitindo trocas gasosas suficientes para sustentar o
crescimento microbiano (Corman et al., 1957).

Dessa forma, os resultados obtidos neste trabalho sdo consistentes com o
comportamento esperado para sistemas aerébios, indicando que o tamponamento
com algodéao proporcionou condigcdes mais adequadas de aeracdo em comparagao

ao silicone, refletindo em maior crescimento celular e maior produgao de riboflavina.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram que a geometria dos
impelidores exerceu influéncia significativa tanto sobre o crescimento celular quanto
sobre a producdo de riboflavina por Bacillus subtilis. Foi possivel observar que
diferentes configuragcbes geométricas resultaram em variagdes expressivas nos
valores de biomassa e do metabdlito produzido, evidenciando a relevancia do projeto
do sistema de agitagdo mesmo em cultivos conduzidos em frascos agitados.

Entre os sistemas avaliados, os impelidores 2 e 6 apresentaram os melhores
desempenhos, com maiores concentracbes celulares e maiores producdes de
riboflavina, superando inclusive o grupo controle em algumas condigées. Em
contrapartida, determinadas geometrias, como as observadas para os impelidores 4,
5 e 9, resultaram em desempenho inferior ao controle, demonstrando que a simples
insercdo de um impelidor ndo garante melhoria no processo, sendo a sua
configuragdo geométrica um fator determinante.

A analise estatistica corroborou esses resultados ao indicar que as variaveis
geométricas, especialmente a altura, exerceram influéncia significativa sobre as
respostas avaliadas, sendo observada a existéncia de uma regido étima associada a
valores intermediarios de base e altura. Esse comportamento sugere que geometrias
extremas podem comprometer o desempenho do sistema, possivelmente devido a
efeitos relacionados a mistura e a transferéncia de oxigénio.

A comparagdo com o grupo controle permitiu validar a influéncia dos
impelidores no sistema, evidenciando que apenas determinadas configuragcdes foram
capazes de promover melhorias efetivas no cultivo. Esse resultado reforca a
importancia da otimizagdo dos parametros geomeétricos para obtengdo de melhores
desempenhos em processos biotecnologicos.

Adicionalmente, a avaliacdo do tamponamento demonstrou que o uso de
algodao proporcionou melhor resultados em comparagdo ao silicone, tanto para
biomassa quanto para producgao de riboflavina. Esse comportamento esta associado
a maior eficiéncia de trocas gasosas promovida pelo algodao, favorecendo a
disponibilidade de oxigénio no sistema, fator essencial em processos aerobios.

De forma geral, os resultados indicam que tanto a geometria dos impelidores
quanto as condigdes de aeracao, influenciadas pelo tipo de vedacado, desempenham

papel fundamental no desempenho do cultivo.
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ANEXO A - Curva de calibragao da biomassa (Picao, 2021)

A curva de calibracdo da densidade optica em relacdo a massa seca da
biomassa foi criada através da leitura de suspensdes de células, feita em duplicata,
obtidas por diluicdo de uma suspensao com densidade éptica e concentragao de peso
seco conhecidas. A densidade 6ptica das suspensdes variou de 0,843 a 9,09 unidades
de absorbancia (Picao, 2021). A Tabela A1 ilustra os resultados obtidos. Ja a Gréfico

B1 ilustra a curva de calibracao referente aos dados obtidos biomassa.

Tabela A1 - Resultados obtidos para elaboragao da curva de calibragdo da densidade 6ptica versus

massa seca (g/L) (Picéo, 2021).

DOsoonm Massa Seca (g/L)
Analise Média Analise Média
0,842 0812 0,892 0,843 0,3 0,2 0.3 0,267
3,232 3,228 3,164 3,208 5 1.4 { L 1,467
5,24 5168 5,272 5,227 2,4 2,5 26 25
6,56 6,56 6,28 6,467 35 3.1 3.3 3,3
8,7 9,36 9,22 9,093 49 4.8 49 4,867

Fonte: (Picao, 2021).

Gréfico B1 - Curva de calibragao da biomassa (Picéo, 2021).
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APENDICE A- Curva de calibragdo da riboflavina

Para construgdo da curva de calibragdo da riboflavina, foram realizadas
triplicatas em 445 nm com suas respectivas concentragdes em [g/L] como ilustrado na
Tabela A2.

Tabela A2 - Dados referentes a curva de calibragao da riboflavina.

C [g/L] Absorbéncia Média
0,08 1,62 1,62 1,60 1,62
0,07 1,46 1,47 1,47 1,47
0,06 1,32 1,33 1,32 1,32
0,06 1,16 1,16 1,17 1,16
0,05 1,01 1,03 1,01 1,02
0,04 0,88 0,87 0,88 0,87
0,03 0,69 0,69 0,69 0,69
0,02 0,54 0,54 0,55 0,55
0,02 0,36 0,36 0,35 0,36
0,01 0,18 0,18 0,17 0,18

Fonte: Elaborado pelo autor (2026).

O Grafico B2 a seguir refere-se portanto, a curva de calibragdo obtida a partir

dos dados da Tabela A2, no qual obteve-se um R? igual a 0,9992.

Grafico B2 - Curva de calibragao da riboflavina.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2026).



