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RESUMO.

© principal objetivo deste trabalho, foi estudar a
producdo da enzima invertase por Kluyveromyces bulgaricus
utilizendo diferentes processos de fermentagBc com células lvres
e imobilizadas. Estudou-se igualmente a influgéncia dos substratos
sacarose, glicose e frutese na cinética de crescimento do
microrganismo e de produgiec da enzima, além de  procurar
caracteriza-la cineticamente.

As fermentacBes foram realizadas a temperatura de
30°C & aeragic entre 0,2 a 0,8 vvm, sendo gque dos Pprocessos
estudados, os melhores resultados foram obtidos para reator
continue com céhulas imobilizadas, com volume lquido de S30 mi,
utilizando melago como fonte de carbono e agua de maceragdoc de
milhe comoe fonte de nitrogénio.

Os valores de atividade enzimatica, produtividade
e rendimento para os diferentes processos foram: para o Pprocesso
batelada simples respectivamente 9,17 Ui -mi, O0,4% Ul mih e
424,34 Ulrg ART; para processo batelada alimentada 11,0 UL/ml,
1,3 Ui/mlh e 883,560 Ulrsg ART; para processc em reator continuo
duple estagio 82,0 Ul ml, §,30 Ul mbLh e 174960 i g ART e
para reator continuos com oélulas  imobilizadas 27,8 Ul mi ],74
Yl mih e 5322,907 Ul g ART.

Para o estude da influéncia do substrato na
produgio da enzima, verificou-se tratar-se de enzima constitutiva
e gque a produgio & inibida pela presenga em eXGesso de sSacarose,
glicose e frutose. Através da técnica de perturbacgico por degrau,
em fermentagdo continua determinou—se Moo ® a constante de

saturacsio Ks para o microrganismc.

xwiil



As constantes cinéticas de crescimento I
X
{velocidade especifica de drescimento maxima > e Kﬁ { constante
de saturagsio > foram deterterminadas em fermentagio continua.
Verdficou-=e e pars spaalaguier dos substratos utilizados
{sacarose, glicosme e frut.ose) Mo foi aproximadamente gconstante
& izual a 0,24 hﬂs, enquanto gque K$ foi 1,4&10“4, 1,15#10"3 e

i,??t:()_a molel, respectivamente Dara SACATOFE, glicose €
frutose.

Os valores das constantes cinéticas Ho® }(S parsa
a produgiio da enzima nos diferentes substratos foram: 3099,51
U-I/gcélh e 0,0181 molsl; B264.,8 U'Ifgcé}.b e 00,0023 molfl e

1450,99 U.i/gaé{h e 00097 mol/l para a sacarose, glicose e

frutose respectivamente.

{Quant.o a caracterizacio da enzima foram
encontrades os valores da energia de desativagio para a enzima

precipitads com ool =3 apbs passagem poxr coluna de

DEAFE-celulose, 61043 calsgmol e 93861,9 cal gmol respectivamente.
Para a enzima bruta {apés precipitagBo com alcoold foram

sncontrados os valeres de Km idgual 00,0662 molsl e Vmax idgual a

2037 Bl mlL

AV



SUMMARY

The main objective of this work was to study the
production of enzyme invertase by Kiuyveromyces bulgaricus using
immmobilized cell and free cell fermentations. Parallel with
this, it was studied the influence of the substrates sucrose,
glucose and fructose on the kinetics of cell growth and enzyme
production.

The fermentations were carried out at. -
temperature of 30°C and with aeration at a level between 0.2 and
0.3 wvwvm The best results were obtailned utilizing the gontinuous
reactor operating with immobilized cells and a Haguid wvolums of
B30 ml. Molasse from sugar cane juice was the carbon source and
the nitrogen source was the corn steep lguor.

The values found for enzyme production, and
productivity and yield for the varicus process studied were as
follows: for the simple batch process respectively 9417 Ul./mi,
04¢ UL mlh and 42434 Ul~sg ART; for fed batch 1.0 Ul ml,
43 Ul mlh and 883466 Ulrg ART; for 2 stage continucus
culture 320 Ul..ml, 530 Ul mlh and 174960 Bl g ART; and
for conbinuous culture with immmobilized cells 97.3 giml, 9574
U.1.-mlh and 832297 Ulrg ART.

The study of influence on enzyme production
confirmed that the enzyme is produced constitutively and is
inhibited by excess sucrose, glicose or fructose. Using ihe
technique of graded perturbation in continuous culture, values
for - (specific growth rated and Ks {saturation constant’ of

the microorganism were delermined, R wass found Lo be



-1
approximately constant at 024 h~ while K  was found to be
1.4x107%, 145x10° and 1.77x10"% molsl for sucrose, glucose and

fruct.ose respectively.

The kinetcs constant B and Kﬁ for enzyme

production were: 3099 .51 U.I.f“gceus‘h and D.0181 mols);  B264.8

Ul & § o and 0.0023 mol-1, and 148099 vl . and
colls cells

00097 molrsl for SUCToRe, glucose and T ructose respectively.
With zespeci ithe characterization of the enzyme

jtzelf, the deactivation of the energy of the purifisd enzyme

after precipitation with ethancl was 54043 ocalsgmol wile after

further purification uging a DEAE-celulose column  wWas 03861.9

b
the raw enzyme (after simpy precipitating wit
cal/gmol. For e

Vv
value of 0.0662 molsl and & Vo

ethanol) 2 Km

0.1/ mi.

vl



I - INTRODUGAO.

Na confecgfo de determinados produtes, adiciona-se
alguns  aglcares com o objetivoe de controlar o© processo de
cristalizac8c. Dentre esses agucares os de maiox importancia =sdo
glicose, frutose e agicar invertide J(glicose e frutose oriundos
da hidrolise total ou parcial da sacarosed.

A obtencg3o do agucar invertido ¢ que & a forma
mais econdmica da mistura glicose e frutose? pode ser feita
através da hidrélise acida ou enzimética da sacarose. A hidrdélize
scida traz inconvenientes devido a formagic de subprodutos que
escuUrecsm o xarope.

A alterpativa da hidrélise Aacida, € realizar a
hidrolise enzim&tica da sacarcse através da enzima invertase,
Esgse processo tLem a vantagem de fornecer um produto de melhor
qualidade, sem os inconvenientes da hidrélise acida. Apesar da
vantajosa, a inversBo enzimatica & poucs utilizada devido ao

cugt.o da enzima.

Paralelamente ao estudc de obtengdc da enzima, o©
umo de invertase imobilizada torna o processo de inversz#Hio mais
econémico, permitindo a reutilizagho da enzima por um longo
perindo, e ohtem;i‘a"o de produtos com caracteristicas constantes.

A enzima invertase disponivel no mercads & obtida
atraves da levedura Saccharomyces rerevisice, sendc uma enzima
produzida intracelularmente.

Muitos microrganismos est3o sendo estudados quanto

s produgio extracelular da enzima Neste trabalho foi utilizado a



levedura Kluyweromyces bulgaricus ATCOC 16048, que em trabalhos
antericres demonstrou ser uma boa linhagem para a produgioc da
anzima extracelularmente.

Neste trabalho procurou~se utilizar matérias
primas come o melago e agua de maceragdc de milho, de ampla
dispordbilidade e baixe custo, com o intuito de diminiir o custo
de produgdo da enzima.

Os objetives do presente trabalbho foram:

i - Estudar a producglBc da senzima invertase, com a
finalidade de obter melthor produtivi dade e rendimento,
utilizands diferentes procedimentos:

- Processo de produgdo em batelada simples

~- Processo de produgdc em batelada alimentada

~ Processo de preodugdo em reator continuve duplo
estihgzio

- Processo de produgBc em reator continuo de
leite fixg com células imobilizadas.

ii ~ Estudar influéncia dos substratos sacarosge,
glicose e frutose na produgdo da enzima.

1ii - Determinar og parametros cinédlices para a
producBe da enzima e mode lar o crescimento celular ¢ a produglo
de invertase.

iv - Caracterizar a enzima cinet,icamente e

operaciconalmente |



II~ REVISAO BIBLIOGRAFICA.

2.1~ Aplicac@o de enzimas.

O emprego de enzimas para fins industriais teve
inicic ne final do séculos XIX, porém smeu desenvolvimento junto &
industria agroalimenticia foi de natureza empirica até a I
Guerra Mundial. A descoberta de técnicas gue permitiram um melhor
conhecimento das proteinas, bem como sua purificagiio, impulsiconou
a utilizacBc industrial das enzimas a partir da década de 50.

Atualimente as enzimas industrialmente utilizéveis
representam um mercado global da ordem de 340 miihdes de ddlares
CTABELA 24 >, para uma produgice de 70.000 toneladasano, sendo
que o= dois principais setores de aplicagBc sfio (85, 108X

ad A indastria de transformagdoe do  amido,
principalmente ¥:3 obtengio e produtos alimenticios
intermediarios.

b> A indastria de detergentes,

Deva-ge obsmervar que esses dois segmentos g&3Ho
responsdveis por 70% do mercado mundial de enzimas, sendo gque o
30% restantes sHo represeniados por aplicagBes na indOstria
alimenticia onde se utilizam; proteases, pectinases, amilases e

outras enzimas (FIGURA 2.1 o TABELA 2.2 ).



TABELA 2.1 Estimativa do mercado anual das enzimas de maior

de maior aplicag®o industrial (8%,

grupo da enzima Enzitma Hercade anual Sublotal
em DssiMilhiles 3%

Enzimas Proteacae de bactiéria 105
rreiecllticas Renina de estdmago de

bezerre 5O

rapaline 19

Protease pancredtiica v

Renina micreabiolbgica ig

Protease flngicao S

Papsing 4

200 focs &

Enzimas que Amiloglucosidase =12
degradam Gi—-ami lase bacteriana z3
pelissacaridescs Pectinose za

a~amlase Fflngica %

Celulases v outras

fi-glucanases -4

10G? az

Quirss enzZimes Olicose Leomerase 2z

Inveriase 2

glicose oxidose e catolase 2

Lipase

fi~galaciosidase 1

ao =

Tetial 8487




TABELA 2.2 UtilizagBo industrial das enzimas (80).

Indtmtria Entima ~ Rubiotal
Petargenten rrol eass 5% 2
Produt o Amilase £0
aclimenticios glicome imomercse 42
intermeadifiricos Amiltoglicosidoswe 18
Atimenticios Coal hotRenina? 1C

Protenses , Pectinoaes,

Awilaopes, cut rag e€nITimas z2 - To]

DETERGENTES

INDUSTRIA DO
LEITE

PANIFICAC AD

sEAInAS DESTILADAS

30 % 30%

INDUSTRIA DO AMIDD

SLCOS, VINHO

CERVEJARIA

QUTRAS

INDUSTRIAS DO COURD

FIGURA 2.1 Campos

de aplicagBo das enzimas (55D



0 uso de enzimas pode ser visto como benédfico sob
varios aspéctos:

-As condigBes suaves gquando se trabalha com
enzimas, tals como temperatura, pH, etc.

-Também pode-se citar a especificidade da enzima em
relagBo ao substrato utilizado.

~Uma terceira vantagem do uso de enzimas na
indastria ¢ gque o© processo onde se usa enzima, requer um baixo
custe do tratamento do efluente, pois enzima gHo proteinas e
portanto bicodegradaveis, e sd3c usadas am doses multo baixas,
zeralmente na faixa de 0,1 ¥ a 1 % do peso do substrato.

~Outra vantagem & o baixo investimento, na planta
do procesgo, gquando este & enzimatico.

Essas vantagens, aliadas ao grande numerc de
sistemas enzimaticos gque podem ser utlilizados para processos em
alimentos fez com que houvesse wum aumento significative do
emprege de enzimas no processamenio de alimentos nestes Gltimos

30 anos.

O= sistemas enziméticos utilizados na indistrda,
sBoe produzides por microrganismos, sendo que o nimeroe de fungos
produtores ndo ulirapassa de 11, o numero de bactérias chega a
ser 8 & o de leveduras est& em torno de 4 3863, sendo que oS
mesmos sBo j& utilizados nos processos ha muttos anos & acelilos
do ponto de vista toxicolégico por muitas autoridades no assunto.

Os sistemas enzimaticos conhecidos, bem como suas aplicagbes em

alimentos, s8¢0 relacionados nas TABELAS 23 e 2.4.



TABELA 2.3 Enzimas comumente utillzadas em al imentoa 108>,

o-amilaae f-amilase amiloglicosidoss

fi-gtuconase Pentosanas e cCelulace

Hemicelulose Protease alcal ina L.actage

glucose LEOMGTrOEE® Pectinase Protease Acida e
newtra

Renirno micrebiolégicea Inveriage Glucose oxtdose

Lipese

TABELA 2.4 AplicagBes de enzimas em alimenios 1082,

Processemente de amido Uttttzagﬁa de sero de leite
Tratamento de farinha Gona&ntraggm de ove

Xarepe de aglcar Sobhores € L0res

Cerve ja, Licores,vinagre ﬁodificaqﬁc proteteca
FobricagBe de queljo rroteinas wvegetais
confeitaria Hidrolisados

rorcessamenlic de sucos e frutas Alimentos dietdticos

Pani ficagdo febidos ndc aledlicas

2.2~ Microrganismos produtores.

O reduzido pameroc de microrganismos produtores de
enzimas pode =ser explicado pelo fato de que um mesmo organisamo
pode produzir diferentes enzimas durante uma Yfermentagdoc e gue

técnicas apuradas tornam possivel o izolament.a de diferentes

enzimas.

A TABELA 25 da a relagdo de enzimas de uso
industrial, bem adal):Tad os microrganismos responsavels pela
produgio.



TABELA 2.5 Microrganismos produtores de enzimas (36),

Enzimos
d~ami Lase

PB-amilase

Amiloglicomidase

f-gluconose

Selulaee

Dexiranase

Blucobe Lsomerase

filucose oxitdane
Invericesas
Lacliaze

Lipooe

Peecliirnacese

Penirctiincae

FPFentonogse
Protease acida

rrofiecee neulra

Proteane alcaling

rululancee
Enzimas coagulanles do teile

Microrgoniamons

Aspergillue niger
Aspergillus oryeas
Bacillus anyleliguefaciens
Bacillus licheni formis
Bacillus cereus

Bacillus megateriun
Baciltlus polymyxa
Aspergillus awamoery
Aspergillus niger

Rhizopus sp

Aspergillus niger

Bacillus amyloliguefaciens
Pernicillum emersonti
Aspergil lus niger
Sporotrichum dimorphosporumn
Trichoderma ressel
Penictlliiun sg
Trichoderma s$p

Ac tinophanes sp
Arthrobacter sp

Bacitlius sp tthermophite:?
Strepltomycss sp
Aspergillus niger
Sacchoromyces sp
Aspergillus niger
Aspergillus oryzae
Kluyveromyces fragilis
Kiuyveromyces lactis
Aspergillus sp

Candida lipeolytica
Geotrichum candidum
Bhyepopus sp

Aspergillus niger
Aspersillius sp

Bacillus mogaleriuwn
Erwinia corciovorum
Escherichia coll
Aspergitlus ep

Bacillus amyloliguefaciens
Aspergililus sp

Rhigopus sp

Aspergillus cryazae
Bacillus amyicliguefaciens
Bacillus thermoproteclylicus
Asporgil lus oryeaes
Bacillus amyloliguefaciens
Bacillus tichent formis
Bacillus $£p italcalophutr?
Sireptomyces Zriseus
Kilibesiella aerogenes
EFrdothia porasitica

Mucor miehet

Mucor pusilius



As pesquisas na aArea de produgBo de enzimas, bem
como de suas aplicag@es na indistria, tem se desenvolvide muito
nestes dltimos anos. A inveriase tem side utilizada quase que
aexciusivamente na indidstria de doces. EBEsse uso restrito, de um
lado se deve ac tLipo de substrate e ac alto custo de obtengfic da
enzima, o que tem impedido uma maior aplicag8So da mesma, sendo
que Ena substituigdo OCOTEe atraveés diax hidrolise Acida.
Atualmente existe interesse de se produzir xarope com alto teor
de frutose, tanto para exportacic como para consume interno, pois
a bhidrdlise enmimatica ndc traz os inconvenientes da invers#o

acida (23, 118>,

2.3~ Aspectos gerais.

A invertase(-D-frutofuranosidase, EC321.25862,
Lambém conhecida come invertina <nome comerciall, suerase oy
satarase, & vma enzima gue hidrolisa a sacarose, fornecends uma
mistura equimolar de glicoge e frutose, O xarope resulbtante
dasta invers8oc 4 mals doce devido ac maior poder adocante da
frutose, tem ponto  de  ebulicgo maism alte e ponto de
congelamento mals  baixno. Os monossacarideos formados sioc mais
solavels e consequentemente ndc se cristalizam (3o facilmente,
mesme quandoe em solugBes altamente concentrada. © nome invertase
& derivado da mudanga de rotaclo que ocorre guando a sacarome &
hidrolisada a glicose & frutose (1012

Histdricamente a invertasze fol uma das primeiras
enzimas a ser obtida na forma de aextrato bruto 1B e j& em

meados desse século encontrava-se disponivel no comércio 1052,



Segunde  Hartmeder (53), a produgSoc de invertase
representa um mercado de 3 milh¥es de délares em relagBoc a um
moviment.o global anual de 340 milhBes de dolares de enzimas
utilizavels industrialmente, mostrandoe com isses um mercado bem
modesto.

A enzima invertase, j& era conhecida por volta de
1850 por Berthelot {14, tornando-se um facil objeto de estudo
devide a sua agdo poder ser seguida facilmente através do uso de
polarimetro, Essa enzima fol utilizada por SOrensen em 1909,
citade por Viteolo 118), para o classice estudo sobre o efeito do
pH na atividade enzimética e determinacBc da concentraglo de lons
hidrogénic; servindo também para ¢ estuds de Michaelis em 1943
{822, o qgual culminou no  modele conhecide como equagdo de
Michaelis-Menten. Por outro lade, a enzima n3dc tem sido obtida em
estado satisfatério de homogeneidade (95>, sendo a razio disso

sua natureza glicoproteica.

2.4~ Especificidade.

Especificidade de uma enzima £ definida pela
natureza do composto gue pode ser convertido a um produto,

A invertase atua sabre radicais
{~D-frutofuranosil, insubstituide. O substrato tipico da agio da
invertase, a sacarose, sendo ao mesme tempo um S-frutofuranosidec
e um o~glicosideo, pode ser hidrolisado por deis tipos diferentes
de enzima:

~A A-D-frutofuranosidase (E0.3.2.1.28)> e 2

o~D~plucosidase (E.C3.2.1.202 qﬁe atacam & sacarose nos
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Lerminais da frutose e glicose respectivamente (B9, 10%, 125,

A caracterizacg8ic das duas enzimas fol baseada
originaimente na habilidade delas hidrolisarem além da sacarose,
& rafinozse e melezitose Cai, 61, 3101, 125> sendo qua a
A~frutofuranosidase hidrolisa & rafinose e n3oc  hidrolisa a
melezitose, enquanto que a glucosidase age de modo contrario.

Barnett {103, trabalhande com leveduras, wverificou
gque entre varias cepas, somente duas faxiam uso do substrato

rafinose & sacarose, sendo essas, produtoras de invertase.

Z2.585- CQuorréncia,

A invertase ocorre largamente na natureza tendo
=sido obgervada em leveduras {Saccharomyces cerevisias €
Saccharomyces carlsbergensisd> 40>, fungos {Aspergilius
oryzae, Aspergillus niger, Penicillium spurulosum e Penicillium
chysogenum); e outros microrganismos JAdctinomicefos Puricularia
oryege, Micorryza  fungi, Folistictus Ssanguitneus & certos
bguens>; animais dinset.os, abelhas, ratos, coelhos, PoOrcosd
assim comce em plantas {rigo, beterraba doce, banana, mam3o,
cevada germinada e alfafad (90, 1243

Reed (101> considera que dentre as diversas
fontes de invertase, somente a enzima obtida de levedura &
importante para a produgic industrial de invertase, sendo que na
Franga somente se pesrmite o usoc de invertase proveniente de
Saocchoromyces cerevisiae (85>,

A enzima invertase ocorre sm células de leveduras,

sendo encontrada em duas formas:
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~Uma glicoproteina contendo 50% de manana e 3% de
plicosamina, localizada entre a membrana plasmatica e a parede
celular, também conhecida como enzima externa de alto peso
molecular (44, 45, 240,

~Uma enzima intracelular desprovida de
carboidratos, localizada exclusivamente no protoplasma e de peso
molecular inferior (44, 485, 243,

Em geral a invertase produzida pela levedura &
intracelular, contudo, Wickerham 1202, Dworschack e Vickerham
38>, Izuka e Yamamoto (647, Cesta @8> e Madyastha e
colaboradores <(78), verificaram que algumas espécies s5HD Ccapares
de produzir enzimas extracelularmente.

A invertase externa tLem pesso molecular de
aproximadamente 270000 e corresponde & malor parte da enzims
produzida pelas células, enquanto que a enzima interna tem pe=so
molecular de 138000 1, 103D

0 teor de invertass em leveduras & dependente das
condigBes de crescimento e especialmente da concentragdo de
giicome no meio (Bi3. Em oélulas gque crescem & balxas
concentrages de glicose, a malor parte da invertase produzida &
de alto pesoe molecular e esté localizada fora da membrana
citoplasmatica (110>

Morens e colaboradores {B6> trabalhando cSom
linharem de Seaccharomyces 303-67 e um mutante FH 4C em
concentrag8es variadas de substrato, verificaram a presenga de

uma terceira enzima. Através da técnica de eletrofocalizagic foi

possivel separar as trés formas de invertase:
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- A enzima mals leve cujo ponto iseoelétirico ers 3.4

- A enzima mals pesada com ponto iscelétrico 4.2,

-~ E a forma intermediaria com ponto isoelétrico B.0,

A presenga de diferentes formas de enzimas foi
sugerida por alguns autorez, Cahik (212 em 19852, demonstrou por
cromatografia, a presehga de varias formas de invertase obtida de
jevedura Gascom e Ottolenghi (442 encontraram duas formas dessa
enzima em leveduras, sendn uma de alto peso moelecular, na
membrana citoplasmatica; outra de baixo peso molecular, no
interior da célula, sendo que essas duas formas foram isoladas e
purificadas. Mas Moreno e colaboradores (852 acreditam que a
forma existente fora da membrana citoplasmatica seja homogénea.

Gascom €& Lampem (45> verificaram a presenga de
invertase interna & membrana citoplasmatica, além da enzima
externa (localizada na parede celular). Alguns autores o, 9, 62,
70> acreditam gque a2 enzima interna possa ser um precursor  da
externa, outros, um produto de degradacBo durante a sintese da
enzima pesada (710

Beteta e Gascom 15> acreditam e primeiro
ocorra a sintese da proteina {enzima leve? e depols uma adigSo
sequencial de manose, formando um espectro continue de invert.ase
com pesos moleculares crescentes de acordo com o teor de manana,
sendo ent.f0 formada a enzima pesada, contendo 50 de
carboldratos, excretada no espago periplasmético. A transformagSo
da enzima leve para pesada parece ser compativel com os dados
obtidos por Moreno ¢ colaboradores (B4, dque verificaram wm

actimuio das formas moleculares leve e intermediarias quando na
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presenca de Z-deoxy-D-glicose.

Tashiro e Trevithick 1130 verificaram em
Neurospora crassa duas formas de invertase, sende ambas
glicoproteinas, possuinde constantes de Michaells idénticas e as
mesmas propriedades enzimaticas.

Babizinski e Tuner (9) descreveram um méti.odo
com glicose oxidase para localizagdo de atividade de invertase
diretamente scbre gel de poliacrilamida~-sulfato dodecil sdédio.
Eles verificaram a presenca de um precursor da invertase externa,
sercic que a atividade do mesmo era menos que 5% da atividade
total da invertase,

A existéncia de trés tipos diferentes de invertase
também foi constada por Rodrigues e colaboradores <1033, sendo
gque duas se encontravam no citoplazsma, uma Hvre de carboidrato e
soldvel no citoplasma e a outra parcialmente glicosilada, ligada
2 membrana A terceira forma, também glicosilada era excretada

para o exterior celular.

2.6~ Obtencdio

A invertase de levedura foi descoberta por FPersoz
em 1833 e purificada pela primeira wvez em 1BS0 por Berthelot
através che precipitagio alcdlics, Embora muit.os estudrns
fundamentais de cinética enzimatica tLtenham sido realizadozm, a
enzima de levedura ainda n3ic fol obtida na forma cristalina. Isto
ze deve provavelmente a presenga de polimananas que =se aderem &
enzima durante o processo de purificagBo (90, 94). Varias

técnicas tém side utilizadas no  sentido de obter a enzima
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Podendo~se citar entre elas: sonificagde 1213, auldlse D63,
lise enzimatica 100>, disrupgdc mecénica das células (41, 43,
serdo gque os mét.bdos mais empregados s3Ho lise enzimstica e
disrupqgio mecinica (124D,

Wickerham (120> trabalhando com Saocchoromyces
cerevisiages NRRL-Y-B9B, verificou que a enzima era excretada por
células vivas, sendo gue para verificar esse fato, trabalhou com
cultura, com e sem adicio de tolueno. 0O mesmo autor também
veprificou se a invertase era produzida por células propagadas
aprobicamente. Com esse experimento pode comprovar gue a produgdo
da enzima & aproximadamente associada ao crescimento microbiano.

A TABELA 2.6, obtida por Dworschack e Wickerham
(39> mostra que a produglo da enzima ¢é caracteristica de cada

linhagem.
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TABELA 2.6 Produgdc de invertase extracelular por leveduras (3%).

Home da cultura Namero AtividadeCi} 1. ml>

Aerdébico Anaerdbilice

Saccharomyveces kluyveri

thaploide unimexual: Y-4288-7H1 298 .4 e e e
Do Y-4288-18H2 283.4  semeee-
Sagcecharomyces kluyveri

{diploide unisexual: Y-4288-7TD2 BT E 0 memm e
Do Y-4288-13D2 360.8 e
Baccharomyces kRluyveri

tpelipleide unisexual Y-4288~cod 2 o186 i62.8
Des Y-42388~cod 4 494 .0 267 .8
Do ¥-4288-and 185 380.8 228 .8
Bo Y-4z288-cod 18 27e .5 434 .4
Do Y-4288~cod 20 580.0 201 .2
bo Y- 4288~cod 25 385 .0 465 .2
bo Y- 4288~aad 27 3/ O mmmee
Saccharomyces kiluyveri

tdiptoide bisexunl: YV-4288-7TH1X1382 13.4 = mmememe
Saccharomyces kRiuwyveri

{triploide bisexual) Y-4288-7HIX13H2 24.8B 000 wmmaa-
Saccharoemyces kiuyverti

{tetraploide bisexual) Y-4288-7DIX13D2 28,4 000 . mmemeee
Candida utilis ¥Y-200 243 .6 105.0
Candida utilis

v. Thermophilao Y~ 1082 209 .0 i5.4
Condida utilis

v. majer Y- 1084 134.0 i8.7
Torulopsis colliculosa Y-4172 210.8 7.1
Baccharomyces uwvarum Y872 138.0 851.0
Sgecharomyces validus Y- 1374 8539 26 .0
Saccharomyces flagiliis Y-1109 838.93 8.3
Favcharomyces auriformis Y- 1355 R&.0 20 .8
Saccharomyeces cerevisice Y-B¢8 31.6 48 .4
Baccharomyces lactis Y-1208 2.7 a0.7
Faccharomyces

car isbergensis Y-379 8.7 4.0
Kluvveromyces polysporus Y-230% 54 .6 854 .2
Torultospora rogset Y- 1867 50.6 7.1
Sehizosaccharomyces

Jaeponicus Y- 1361 41 .3 38.6
Fehigosacchaoromyces

Pigwigit Y-974 14.0 16.7
Endomveopsis chodali Y- 1933 2.0 3.8
Endomyvecopsis Fibuliger Y¥-28 2.9 20.8
Candida Flareri Y- 1476 5.4 15 .4
bbar ymyces kioveckeri Y-833 0.0 20.8
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Dworschack e Wickerham (39> trabalhande com
Saccharomyces uvarum NRRL-Y-973, estudaram condigUes de aerobliose
e anaerobiose, bem comoc a produgBc de Invertase extra e
intracelular. O preparc e manuseio da cultura fol similar a0
empregado por Wickerham 1200,

Ezsses autores (3% conchairam através de seus
trabalhos que a produglo de invertase ¢ proveniente de células
vivas, e que taxas de transferéncia de oxigénio de 0,2 a 1,0
umoles de Oz/ml/min favoreciam a produgdco de invertase e que
concentracBes de sacarose variando de 3% a 10% sdc propicias a
producHo da enzima durante as primeiras 48 horas de fermentagdo.

Izuka e Yamamoto (642 verificaram em Seus
trabalhos com Candida utilis 6020, em condigBes aerdbhicas, que a
méaxima produgio de invertase ocorre guando o crescimento celular
& méximo e quando praticamente tode o substrate foi consumido.

Podyk e Rothstein 38> concluiram que o
aparecimento da invertase de Saccharomyces cerewvisiage, parece Ser
controlada pela concentragiic de glicose no meio. O aparecimento
da atividade n¥c tem relagBc com a fase de crescimento, sendo
retardade com mumento da concentragBo inicial de glicose.

Trabaihandoe com Candide wiilis, Izuka e Yamamoto
(64> puderam verificar que diferentes fontes de carbono nioc tem
ums infiuéncia marcante o crescimento e produgdo de invertase,
mostrando com isso que a invertase é uma enzima constitutiva, o
gque fol de encontro aocs estudos realizados por Wickerham
€120> quando trabalhou com diversas linhagens.

Marquez e Acosta (81> estudaram a produgic e
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atividade da enzima invertase por Sceccharomyces sp, verificande a
influéncia de sais no meio de cultivo, concluinde gque os sals
acrescent.ados a0 meio ddactate de sidie, sulfate de amdnio,
fosfate monossédico e cloreto de magnésio) aumentavam a produglio
da enzima.

Auzans 7> trabathando com Saccharomyces
cerevisiae 14, conclulu que a sintese da enzima pela levedura ersa
20% wmaior em meio natural (melage> do que em melo sintético; a
sintese de invertase diminuia 2 medida que =se aumentava a
concentragio de sacarose, enquanto que o aumento da concentragio
de melage, ndo provocava nenhum decréscimoe na sinteze da enzima,
0 pH Stimo para a produg@ic da enzima estava na faixa 4,7 a 5,2 e
o decréscimo na aeragio diminuia a formagdo de invertase.

Hang e colaboradores (03), estudando a produgio
de invertase por Candida wutilic, crescendo sobre ef leent.e de
indastria de chucrutes, verificou ser este residuo, um oStimo meioc
para produg3e de invertase Eles obtiveram wuma produgdc de
&72.000 urddades de invertase por grama de levedura seca, sendo
bem provavel gue a presenga do Aclido latico era I avaoravel a
produgéo da enzima.

Gosta e Maugeri (273 trabalhando com diferentes
linhagens de leveduras, para verificar a produgiic de invertase,
concluiram gue a melhor dnhagem sra Kluyveromyces bulgaricus
ATCC 16045, sendo que a produgdo da enzima era favorecida em
asrobiose; a produgio da mesma era bem malor extracelularmente &

se tratava de uma enzima constitutiva.
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Ox autores 27 vepificaram ainda que
concentraglies de melago acima de 50,0 g/l ndo favorecia a
producgBo da enzima, e que a temperatura oStima para produgdo da

enzima era em torno de 30C,

2.7- Purificagdc da enzima.

Nos dltimos anos, um grande interesse tem surgido
com relagSoc as téconicas de purificagBo de proteinas obtidas por
fermentacB3c em larga escala. Apés obter a enzima na forma
scluvel, é necessaric separs-la dos demals compostos indezejaveis
na solugdo {(proteinas, outras enzimas, etcd {34,

Sabendo-se que as proteinas diferem entre si
gquanto a sclubilidade, densidade, grupos reativos ezpecificos e
estabilidade relativa, é possivel izolar, uma determinada
proteina baseando-se nestas propriedades caracteristicas. No
existe um  gritéric rigorosoe par & purificagdo, mas um
procedimente aconselhavel, inicia~se com precipitagio fracionada
por sclvente orgénice ou sulfate de aménie. Esta etapa nAo
apresenta grande capacidade de resolugdc e geralmente faz-se em
seguida a utilizacBo de métodos cromatograficos C340,

Fregquentemente e empregado cromatogralia de
exclus®c melecular e a cromatografia de troca idnica, para se
obter fragles enriquecidas da enzima desejada, e tendo como base
seu tamanho molecular e carga elétrica respectivamente. Para uma
purificac8c final, a enzima & submetida a eletroforese de dimco
ou eletrofocalizagSio, a fim de se detectar o grau de pureza da

mesma (72, 12632,
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Leskovac e colaboradores (73> purificaram
invertase por cromatografia em DEAE-Sephadex obtendo uma
atividade especifica de 1400 a 2000 unidades- g de proteina.

Neunann e Lampen 94> apés precipitarem com
etanol e sulfato de aménio, invertase de Saccharomyces FH 404,
fizeram cromatografias consecutivas de Sephadex ¢~25, SE-Sephadex
€-50 e DEAE-Sephadex A-~50, conseguindo uma enzima com atividade
especifica de 2700 a 3000 pmoles de sacarose/min/mg de proieina
a 30-C.

iglesias e colaboradores (822 utilizaram ocolunas
com Sephadex ©-200 e conseguiram separar a invertase de
Saccharomyces  303-67, em isoenzimas de pesos moleculares
distintos obtendo-se as formas extracelular Ivolume  eluido
Vel svolume morte (Vod = 1,071, e intracelular (Ve Vo = 1,558 e =
intermedisria (Yervod variando de 1,07 a 1,05, dependende da

concentragis de glicose do meio.

Gascom e Lampen (45> obtiveram invertase interna
do mutante Saccharomyces FH 4C por precipitagBo com sulfato de
amérdo e posterior coromatografia em DEAE-Sephadex A~BO. As
fracges  ativas foram reunidas e passadas em ocoluna de
Sulfoetil~-Sephadex, atingindo wuma purificagfio da ordem de 2BOO
vezes em termos de concentrag8c de proteina.

Izuka e Yamamoto = 64> obtiveram a invertase de
Candide utilis através de precipitagdo com acetona, seguida por
cromatografia com DEAE-Celulose e Sephadex 0-200.

Moreno e colaboradores €865 investigando formas

intermedisrias de invertase em células nic  reprimidas de
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Saccharomyces 303-67, verificaram que a invertase pesada &
extremamente abundante e parece mascarar a presenga das outras
formas., Sua remogdo € feita através de precipitagSo por sulfato
de amdnic a 70X de smaturagio. Através de filtracS8c em gel
Sephadex G-200, ox avtores conseguiram separar além da forma leve
{VerVo = 1,753, duas formas de invertase intermedisria com VerVo
w 1,20 & 1,34, respectivamente,

Yega e ocolaboradores (115> estudando produgdo de
invertase por Azotobacter cloococcwnm ATCO 4412 e Avinelondii vw,
verificaram  que a enzima  produzida  por Azotebacter Era
extracelular e agquela produzida por Avinelandii era
intracelvlar, =endo o peso molecular estimado em 857 Kba através
da flitrag8o em gel e 0% KDa através de SDS~PAGE.

Chan e colaboradores (330 verificaram gque a
invertase produzida por Saccharomyces wvarum era wma enzima
extracelular e gque a proteina era facilmente purificada em coluna

de DEAE-celuloge, atinginde um 4timeo grau de pureza.

2.8- Uaracteristicax da enzmima,

A invertase de levedura & composia de wna forma
externa & wmembrana citoplasmatica e uma forma intracelular. A
enzima externa tem peso molecular de aprovimadamente 270,000 & &
conmtituida de aproximadamente 30 cadelan de manana ligadas a
proteina po¥ HeagBes glhicosamil asparagina 94, 253, Foi
constado por olonna 2 colaboradores (28D que essa enzima
contém HgacBes ocovalentes de fosfato, sugerindc gque a acidez da

enzima externa varia de acorde com o grau de fosforilagio.
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A  enzima intracelular com pese molecular de
135000 além  de diferir da invertase ext.erna quanto &
iocalizaclo, difere na estrututra primaria, possuindo gquantidades
distintas de glicina, tirosina, cdisteina e histidina (45).

A condigBo de méxima atividade para invertase #
encontrads a pH entre 4 e 5, temperatura entre 50 e o60°C A
reacgSc ¢ méxima para scolugSo com 5 a 10% de sacarose (37, 46,
124> caindo 23% para solugBes concentradas a 70% (462,

Cogsta (262 trabalhande com invertase produzida
por Kluyveromyces bulgaricus verificou que a maxima atividade era

alcangada em pH proximo de 4,0 e temperatura &tima ac redor de

B,

2.8.1- Estabilidade térmica da enzima

Sendo as enzimas de natureza proteica, sofrem
desnaturagdo térmica, perdendo com igsc, tobtal ou parcialmente
sus atividade. O conhecimento da estabilidade térmica é de grande
importancia, pois como sabemos, & maioria das reages em que as
enzimas estio envolvidas, sofrem um auman£0 na tawxa de reacdo, a
medida que se aumenta a temperatura (343

As constantes de taxa de reagic wvariam com a
temperatura, segundo a edquagic de Arrhanivs.

K = Ae BRI 213,
onde: K = constante da taxa de reagdo.

A = fator de frequéncia para a reagdo.

Ea = energia de ativagdo.

T = temperatura absoluta.
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R = constante dos gases ideais ¢1,9872 cal/molXl.

A expressio de  Arrhenius descreve bem A
dependéncia da taxa de reagfo com a temperatura, numa ampla faixa
da mesma, porém, o comportamentc de uma reagdo enzimatica difere
em relag8n a faixa de temperatura, pois as enzimas sZc proteinas
e & faixa de Lemperatura em que =e trabalha é pequena, em relagio
as reacBes quimicas, Em uma reagSo enzimatica, & velocidade de
reagdo aumenta com o aumento da constante de velocidade, até a
chamada "temperatura otima" depois decresce rapidamente, devido &
desnaturacBo da enzima O conhecimento da cinética de desativagdo
das enzimas & de grande importéncia no projeto de reatores
enzimaticos B7).

Normalmente uma cinética de desativag8o térmica de
primeira ordem ¢ suficiente para descrever o comportamento da

atividade com o Lempo de operacio (34>, Utilizando-se do modelo

.
4T

onde: A = concentracic de enzima ativa ou atividade num tempo U

- KdA {2.2>

palquer.
Kd. constante da taxa de desativagio.
Integrande a equagBo anterior entre + = 0 e
L, obtém-me
~IN{AAADS - Kd.t ou A = Ao exp(-!{d"t.) 2.3
onde: A = concentracg8c inicial de enzima ativa ou atividade
inicial.
Costuma-se também expressar a estabilidade térmica

em termos de meia vida, a gqual & definida como sendo o
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tempo necessaric para perder 50% da sua atividade inicial (34),
se ja:

Arho = 05 {2.4>.

0 tempo de meia vida (ti1-2) pode ser relacionado a

coenstante de desativagBo K 4’ através da equagdo abalxo.

~In<0.5)
by, = 2 @5

Pode-se obler o valor da conzstante de desativagdo
K d) pictando ~In{AXA0> versus {, para uma dada temperatura,
sendo gue K a varia com a temperatura segundo a eguagic de
Arrhenius,

K,d - A.&—Ed/’R’I‘

ou lni{d— lna -~ Ed/R AT (26>
onde: E m energia de desativag8o da enzima ou a energia de
ativagBio para a reagdo de desativagio.
R = constante da lel de gases, cujo valor & 19872 cal/molK
A = constante da egquagBo de  Arrheniug  (fator  de
freguénciad,
Com valores de K PR varias btemperaturas, pode-se
ehbter o valor de E q’ plotando Kd em fungio de 1T
Embhora o modele de reagBo de primeira ordem seja
utilzade frequentemente para descrever a desativagBo enzimatica,
Heenley & Sadans B>, através de uma revisiico de Hiteratura,
classificaram as curvas de desativacio em deis grandes grupos: em
um a atividade seré sempre menor que a atividade indcial, e no
outro, a atividade pode ser maior que a inicial em algum periode

de tempo. Para isso os autores proplem um  modelo cinético

intermediario denominado "modelo em série'.
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A estabilidade térmica & dependente das condigles
do meic em gque a enzima se encontra Wiseman e Woodward (123>
estudando a estabilidade térmica da enzima verificaram gque na
auséncia de substrato a invertase de Saccharomyces cerevisiae
perde guase toda sua atividade guande adquecida a 65C por 1iB
minutos,

A invertase de Candida uttiis t.ratads
similarmente, perde 252 de atividade quando previamente
purificada, ao passco que na forma bruta & termoestavel a esta
temperatura. A invertase de Kluyveromyces bulgaricus perde sua
atividade rapidamente & temperatura acima de 60°0C, enguanioc gque &
460, perde 8% de sua atividade em uma hora (255.

Alguns autores verificaram que 2 estabilidade
enzimatica exth diretamente relacionada aom o teor de
carboidratos da molécula, Arncld (63 verificou que a manana
estabiliza a proteina. Por outro lado, Smith e Ballou 1093
verificaram que a completa remogfio do carboidrato ndic afetava a
atividade, nem a estabilidade térmica da enzima a 370

Woodward e Wiseman {1277 confirmaram o resultados
obtidos por Smith & Balou 109>, gquando removeram completamente
a manana da invertase externa, engquanto gque a enzima interna

mostrava-se instavel

varios outros autores verificaram a estabilidade
da enzima invertase em relagBc ao meio em que se encontrava,
sendo que podemos cltar os tyrabalhos de Ooshima e colaboeoradores

£ 97 > Monsan e Durarmd ( 85 Maeda e Suzuki 79> e

Arrnocld (62,
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2.9 Emprego da invertase.

A invertase tem sido muito empregada na indastria
de alimentos por hidrolisar solugBes concentradas de sacarose,
fornecendo soluces com malor poder adogante, com temperatura de
ebulicd3o mais elevada e ponto de congelamento mais baixo.

A invers®oc da sacarocse pode ser feita tanto por
hidrdlise acida como por via enzimética. A hidrolise &Acida usando
HCI 2N & o processo comercial preferide nos EUA, engquante que
a convers3c enzimética & praticada em alguns paimes da Europa e
JapBo €47>. Na  hidrélise enzimatica temos alto custo do
catalisador, alta porcentagem de conversio (P0&), tempo de
residéncia menor no reator, soluglo incolor de agicar invertido e
temperatura do processo mais baixa. O inconveniente deste método
& gque a operagBo precisa ser realizada em batelada, e a enzima
nfo pode ser reutilizada. Na hidrélize Acida temese baixo cusbto
do catalisador e facilidade em se usar reator tLubular, em
processoe continuo

Como desvantagem, depara-se GO 2 baixa
porcentagem de conversio A5 a TO>, tempo de residéncia elevado
no reator, solucBo de agicar invertido colorido e temperatura do
processo elevada. A hidrélise Acida pode produzir furfural e
ot s agentes aromaticos indegse javeis, _ assim SO
olgossacarideos por reacgies de polimerizacdo (1223,

A tendéncia atual & o empregc da hidrélise
enzimatica, sendo que © desenvolvimento de enzimas imoblilizadas
oferece uma maneira alternativa de tornar o processo conbtinue

possivel e economicamente vidvel, Neste sentido, ja& existem
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trabalhos publicados (20, 47, 97, 1020,

O maior empreroc da enzima invertase se encontra na
manuf atura de confeitos com recheios Haquefeitos, Tals
formulagBes consistem principalmente de sacarose, xarope de
glicose, agucar invertido e outros componentes. A invertase é
agregada a uma baixa dosagem e hidrelisa a sacarose lentamente. A
adigo da enzima resulta em:

~0 gentro do confeito torna-se mals mole ou mesmo
Hguefeito,

-A frutose resultante da hidrdlise da sacarose &
higroscépica & previne a perda de umidade do produto.

~-A4 frutose inibe a cristalizagio de  outros
componentes e assegura uma consisténcia adequada.

-A invers3c da sacarose aumenta a presgdc osmotica
¢ suficiente para inibir a fermentagdc (9§95,
Foi proposto para a invertase ainda as segulntes
aplicaglies:

~Fm produtos para a higiene oral, a fim de evitar a
formaclio de placas dentarias ou remogic das mesmas (123

~Na indusiria de refrigerantes.

-Na indastria de papel, para produzir levuiose,
usada como agente plastificante (392,

~No preparo de D-frutose a partir de insulipa,
melebiose a partir de rafinose, gentiose a partir de gentianose,
e hexose fosforilada a partir de sacarose monofosfatada (39D

-Na hidrolise de sacarose em fermentagdo contendo

meio de cultura com melago, para melhorar corescimento de
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microrganpismos,

2.10- Fermentagso.

0 termo  “fermentagio™, ne sentido mais amplo
possivel, pode seyr definide como t.odo processe no qual
microrganismos catalisam a conversfo de uma dada substaincia num
determinado produto. O processc de conversdo pode ou nic requerer
oxigénie, & os pr6oprios microrganismos podem estar incluidos

entre os produtos formados 172

2.10.1~ Classificacfio dos processos fermentativos.

Os processces fermentativos podem ser classificados
de ascorde com & maneira através da qual o substrato é adicionado
e o produto retirade. Assim sendo, numa fermentagic descontinua,
o substratc ¢é inicialmente carregado num recipiente e, ao término
do processc, o produto é retirado do mesmo,

Em operagdo continua, a matéria prima é adicionada
com uma vazio constante e © meic fermentade & retirado com a
mesma vazioc de alimentacg8So. Devem ser ainda mencionados o=
processos seml continuos, nos quais a adigSc de meio & a retirada
de produtos s83o efetuados intermitentemente, Tais processos podem
ser considerados como intermedliarios entre o8 descontinuos & o

continuos 1192,
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2.10.2- Processo continuo.

Em 1949, Monod alterou wuwmn processc descontinuo
através do forneciments continue de meio de oultura fresco,
engquantc que simultiéneamente fazia a retirada de células e
produtos (842,

Apesar do grande esforgo devotado por imimeros
pesquisadores ao assunto, a fermentagic continua ainda corstitul
wm enorme campo a ser explorado, principalmente no dque se refere
& sua aplicacdv em processos de interesse econdtmico. Esse fato
poderé ser melhor observado se atentarmos para © 2 nDUmero
relativamente pequeno de instalagbes indtastriais gue utilizam os
processos gontinuos de fermentagdc e, entre as instalagBes
existentes, para © numero ainda pequenc de produtos fabricados
por esses processos (2,192

0 processc apresenita certas vanbagens em relaglo
an processoe descontinuo, podendo ser oitade a redugdc do tempo,
instalacBies de menor capacidade, trabalho em condig@es OG6timas
para © microrganismo durante o processo, devide ao estado
estacionario; produto com malor uniformidade, além de permitir
uma maior facilidade de controles aut.omaticos, podendo ser
associado a outras operagBes continuas da linha de £ abricag3o
{472,

Quanto as desvantagens, pode-ge citar como a mals
séria de tLodas elas, a manutengdo de esterilidade por longo
pericde de tempo. Além deste, o fato do microrganismo eof rer
alteracio gendtics. 0 problema pratico importante esth

relacionado com & falta de homogeneidade no reat.or,
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principalmente quande se trabalha com vazties especificas baixas
es/ou guando se trabalha com melos muito viscosos, dificultando
assim a uniformidade de concentragio de nutrientes no fermentador

(47, 1492,

2.41~ Reator microbiolégico.

0 reator microbiolégico ou biorreator € concebido
em funcB3c do tipo do processo em que sers desenvolvido. Qualguer
que seja o microrganismo, o reator deve permitir um contato t3o
bom quanto possivel entre as duas fases, bidtica e abidtica do
sistema. O bom degenvelviment.o do Processo, segundo a
distribuicBio cinética oOtima, esta ligado aos fenfmencs  de
transferéncia entre a célula e ¢ meioc de cultura. Trata-se antes
de tudo, de transferéncia de matéria, do meio externo para a
célula, no gue se refere ao substrato e aos compostos do meio de
cultura, necessarios ao cresciment.o celular, e no sentido
inverso, para os produtos do metabolismoe 1073,

O reator bioldgico deve Facilitar P
transferéncias de galor, do meioc em ciroulagdc em diregic as
céiulas, e inversamente 2 medida gue o crescimento celular for
ocorrendo. A& distribuigBc homogénea das células do medo evita
entBo todo Fendmeno e superaquecimento local, dadeo &
sensibiliidade dos processog microbiologicos ao calor. Gomo altima
limitacio imposta ao biorreator, devemos lembrar gue o mesmo deve
ser livre de contaminag@o, evitando agsim problemas ao processc
fermentativo {1073,

A Figura 22 ilustra alguns tipos de realores
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utilizados em fermentagdo continua.
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Segundo Moser (87> podemos classificer o= sistemas

continuos em

- Sigstemas continuos abertos.

- Tistemas continuos fechados.



Esta classificagio ¢ baseada no fato do reator
permitir ou nZo a passagem do microrganismo para fora do mesmo.

Esses sistemas podem ser ainda:

~Sistemas homogéneos:- agueles em gue somente uma
FTame estd pregsente,

~Sistemas heterogéneos:- R80 aqueles em gque aparece
uma fase continua liquida (substratoed e outra fase descontinua

sclida, onde o biocatalisador esta imobiiizado.

2.12~ Reatores utilizados em fermentagSo.

21214~ Quimiostato.

Nesse sistema © melo de cultura € introduzido
continuamente no reator abtravés de uma bomba, sendoe gue o volume

do reator é mantide constante. O reator se encontra esquematizado

na FIGUERA 2.3 {119).
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FIGURA 2.3 Esquema do guimicstato {1195,
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2122~ QGuimiostato com recicle de célulasm,

Esse sistema proporciona ¢ indcule continuo do
meic contide no  reator, permitindoe uma boa estabilidade do
sistema e minimizando os efeitos de perturbagBo no processo. Esse
tipo de reator permite trabalhar com uma alta conversdc celular

<1193,

ENTRADA DE
MEIG
F
o F {Fver) F . %4
™ FyXg
EFLUENTE
=3 CENTRIFUGA
Fsﬁﬂg?ﬁﬁ
afF
| S—"1

RECICLG DE GELULAS, OX

FIGURA 2.4 Esquema do reator com recicle de acélulasm (1195,

2423~ Sistema multisgtagio.

Conforme =a FIGURA 25, podemos distinguiy trés

tipos de sistemas multiestagios (87).
- Sistema multiestégio com alimentagSo simples.
- Sistema multiestagio com alimentagZo maltipia.

- Sistema multiestagio com reciclo.
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FIGURA 2.8 Esquemas de diferentes tipos de reatores multiestagioc
(BT

O sistema multiestégio com alimentagdo simples

possui em geral, as sezuintes caracteristicas (87X

-0 estégio posterior ndo afeta o arterior.

-0 primeiro estagio comporta-se como um reator de

mistura.
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A taxa de diluigBo (P> nSo pode mer variada em
nenhum estégio sem gue ocorra variag8c da mesma nos oulros, peois
o fluxe & constante,

A taxa de diluisBo em cada estagic depende somente
do volume e do reator.

F om Divi. Bzvzs sta 273

onde: Fe vazio do melo de alimentagdo.

B, D, & b, = taxa de diluicBe nos estéglios 1, 2 e

11 T2
3, respectivamente.

V. V. e V. » volume dos reatores 1, 2 e 3.

1’ 2 3

O =mistema multiestagio com alimentag8o maltipla
possul as seguintes caracteristicas:

-Estagios anteriores s8c independentes dos estégios
posteriores, e o primeiro comporta-se como um CSTR.

-4 alimentagZ com diferentes meios pode ser
variada independentemente, e a taxa de diluig@o em cada reator
independe da variagBo no processo (87D

-0 sistema multiestagio com recicie, tem-se tornado

importante, permitindo uma alta taxa de tratamento, reatores de

pequencs tamanhos e alta aconversac (B3>

242 4- Reatores tubulares.
Esse tipe de reator & chamado de reator
gradiente” ou ‘reator com parametros distribuidos” eu ainda de

“reator integral’.

Frm um caso ideal desse reator, existe um flaxo

ordenado através do mesmo. Num  reator real, o escocamento do
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fhrddo tende a se diferenciar da condigsio ideal, pois aparecem
gradientes na direcic normal ac escoamento. Pode-se destacar agqui
os reatores de leito fixe, e os reatores de leito fluidizado
{4175,

Segundo Chibata €29, os reatores de leitc  fixo
s%c bastante usados para células imobilizadas, podendo ser de
fluxo ascendente, descendente ou ter uma corrente de regicic de
parte do efivente do reator.

A limitacBc do uso do reator de leito fixo eats
diretamente lgado ac tamanho das particulas de - suportes
utilizados na imobilizaglo, pois fatores tais como difusso, gueda
de pressdc, passam a tLer grande influéneia,.  Também devemos
ressalt.ar que o controle de pH e impraticavel nos reatores de
jefto fixo <1172,

Num reator de leito fixo fluidizade tem-se um
fluxe ascendente de =ubstrato, o qual permite gque as particulas
permanegam em suspensso. Esse tipo de reator situa~se em relagio
ac grau de mistura, numa faixs intermediiria, entre o de mistuara
e o tubular. Esses reatores tem seu uso preferencialmente, quando
se trabalha com solugBes de substrato viscosos ou quando  contém
particulas em suspensdo permitindo uma porcentagem de conversio
malor que em um reator de migture continus (205

Além de outras caracteristicas, pode-se gcitar a
facil remocgic de calor nesse tipo de reator, além de se poder
utilizar menores Lempos de residéncia.

A FIGURA 2.6 mostra o esquema dos reatores

descritos,
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FIGURA 2.6 Esquema dos reatores tubulares 1175,

Um reator derivado desses tipos degcritos, € o
fermentador de Torre (tower ferment.ora"l, o gual fol
desenvolvido para a indistria da cerveja em 1980, cuja finalidade
epa produzir continuamente cerveaja, com uma maior produtividade e
eficiéncia que o sistema em batelada (1040,

Sua principal caracteristica € a utilizagdo de

leveduras flococulantes (673,
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Esse reator tem um comportamento préximo ao de um
reator de leito fixo, devido ao leito de leveduras, gue se forma.
Por outro lado a altas taxas de vazio e alta produgdo de GQZQ
reator tem comportamentc de reator de leito fluldizade (1045

A mator vantagem do fermentador tipo torre € sua
habilidade de manter estavel a operagdc por grandes pericdes de
tempo.

A FIGUERA 27 ilustra o esgquema do fermentador tipo

LOorre.
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FIGURA 27 Diagrama esguematice do fermentador tipo Lorre
(H6D .
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Muitos reatores requerem gue ¢ biocatalisador
{microrganismos, células de planta ou animald, seja imobilizado
dentro ou na superficie de um sélide, visando a redugldc do
"washout" celular, aumentandoe significativamente a concentragio
de¢ biocatalisador, enquanto promove um excelente contado do mesmo
com o substrate. Alguns microrganismos e outros materials
celulares tem uma inclinagdc natural para aderir na superficie,
tornando possivel a sua imobilizag83c. Durante os dOltimos cineco
anos, hnovas técnicas de imobilizagBio por aprisionamento ou
encapsulacdc tem sido desenvolvidaz, resultando com isso em uma

quantidade grande de artigos sobre imobilizaglo celular {106).

2.48- Técnicas de imoblilizagdo.

A imobilizag8o de microrganismos pode ser definida
come uma técnica gque limita a livre migragfio de celulas. A
mobilidade celular pode ser restringida por agregagdoc das células
o por confinamento das mesmas, ou por ligagRo das mesmas & um
suporte sélido (1062,

varios termas tém sido usados para descrever
diferentes tipos de imobilizagdo, mas os mesmos n3oc Lém sido
aceltos universalmente.

Pode-se classificar as técnicas de imobilizagfo
celular em dois grupos:

~Adesdco celular, onde wum microrganismo adere a
superficie ou a outre microrganismo por autoe adesSc ou por
igacBo quimica (302

-Aprisionamento (“entrapment’) onde o microrganismo
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& aprisionado nos intersticios de materiais fibrosos ou porosos
pu & fimicamente restringidco com ou por solide ou por matriz
porosa, tal como alginato, carragenato ou membrana 300,

Esses dois grupos de técnicas de imobilizacio
podem ser subdivididos em grupos menores, OS quais serdo

dizcutidos adiante.

2.13.1 AgregagSo.

Muitas células tem a habilidade de aderir a outros
organismos {(agregados} ou a superficies sodlidas. Rendo que asse
mecanisme pode ser natural ou induzido.

Alguns microrganismos tendem a formar agregados ou
particulas floculantes, principalmente quandoc se encontram em uma
suspensiio, em alta concentragfo, por extenso periodo.

Paese fenémeno ocorre com varias espécies de
jeveduras incluindo Sacchoaromyces cerevisiae, onde o agregado
pode ser utilizado em reatores de torres continuos (468, 93> e
algumas bactérias (por ex. espécies de Zymoemonas mobilisd, que
fopmam agregados naturais que 580 relativamente estavels sempre
gque expostas a um campoe de cisalhamento em um reator de coluna,
tal como o reator de leitc fluidizado (483,

0 agregado celular também pode ser induzido
através de condigles ambientals que favorecem a agregagio

celular, tais como aeragdo (337, certos polieletrélitos Q40 e

variacio na taxa de diluigio (132
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2.43.2~ AdesSo & superficle.

A tendéncia natural de muitos microrganismos de
aderir a superficies sdlidas pode algumas vezes causar problemas,
come no caso das placas dentéarias, deposiglies em navios, etco
Entretanto, essa caracteristica também pode ser Gtil no caso de
aplicactes bna blotecnoclogia, principalmente na &area de controle
ambiental, onde filmes microblanos =80 utilizados em
biorreatores. Alguns microrganismos que ndoc aderem naturalmente,
podem ser induzidos a aderir a superficile, através da alteragio
de suas propriedades fisicas ou quimicas, ou da superficie, por

atragio idnica ou por ligagBo quimica (75D

243214~ Mecanismos de adesBo.

Os mecanismos de adesSo celular na3c tém sido
completamente elucidados, mas fol verificade que alguns tipos de
microrganismos excret.am macromaoléculas, Lals 0o
polimucossacaridecs que atuam como uma “oola®, interagindo assim
o organismo com a superficie (755,

Outros microrganismos podem em uma cultura mista
fazer uma aglio simbiética, promovendo com isso a formaglo de wum

filme microbloldgico.

2438~ Aprisionament.c celular,

0 aprisionamento de células ¢ um método muito
difundide, pois © mesmo nio tem uma dependéncia significante das
propriedades das células. As células =80 aprisionadas nos

intersticios de materiais pOYrOS0s, taim GO espon ja il
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substancias fibrosas, ou por aprisionamente fisico em membranas

ou por sncapsulagBic em matrizes de géls (300

2.13.3.1- Encapsulac3o.

O aprisionamento fisice de microrganismos dentro
de uma matriz polimérica & uma das técnicas mais conhecidas de
imobilizacio celular. O material utilizado deve ser
suficientemente porosc, para permitir o transporte de substrato e
de produto e ao mesmo tempo ndo permitir a saida de ceélula, Oéis
hidrocoloidais s3o geralmente usados para essa aplicagdc, onde
pode-se destacar : alginato, carragenato, pectina, agar, ocomo
géis naturals; sendo dque o gel policrilamida, embora seja um

material sintético, & muito utilizade (22, 28, 30, 65>

2.13.3.2- Aprisionamento em membranas.

Gélulas de microrganismos podem ser aprisionadas
am membranas semipermedvels gque lsclam o mesmos do meloc lguide,
As oéhlulas podem ser imobilizadas dentro destas membranas
(Lécnica freguentemente utilizada para fabricacBo de bicsensores?
ou entde elas s3oc mantidas dentro de um espago vazico, envolvido

por membranas {(Lécnica usada com reator de membranad (5635

Um exemple pratico de reator de membrana, seria o

reator "hollow-fiber'.

21335~ Aprisionamento em materials porosos.
Alguns materials porosos tem vazios gue permitem

que © microrganismo penstire € cresga dentro dos mesmos formando
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coldnias. Esses vazios devem ser suficientemente grandes para
permitir a facil penetragic do microrganismo, mas ndo maior que
poucas vezes o diametro da célula 1162 Os materials utilizados
podem ser fibras <(algod3c ou matha de nylen ou tecidod, malha

metidlica e varios tipos de espuma ou esponjas (32, 92

2.13.4- Caracteristicas da imobilizagSo.

Como a imobilizaglo de células estd se tornando
relativamente comum, énfase esté sendo dada no sentido de definir
e caracterizar o material imobilizado. Para isso leva-se em conta
trés diferentes aspectos:

~Quantidade de bicocatalizador na matriz.

-Dimens8c das particulas.

-LimitacBes difusionais & reacgBc biclégica,

2.13.5-Cinética do biofilme.

Muito se tem estudado sobre a cinética e din&mica
de filme microbiano., Como §& citade, existem alguns result.ados
sobre a adesBo de microrganismos a superficie, bem comc tem sido

desenvolvidos modelos para explicar o sistema biofilme (753,

2.1453.6~ Emtudo sobre transferéncia de massa.

importantes estudos tem sido realizados no intuito
de verificar a difusao interna em sistemas imobilizados.
Investigaces tem demonstrado gque o coeficiente de difusic da
glicose em géis de alginato sem microrganismos aproxima do

coeficiente da glicose em agua (54, 1i2>. Entretanto, tais
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materiais nSc tém uma resisténcia difusional para moléculas
grandes, embora algumas formulagBes de géis possuam tamanhos de
poros que siHo suficientemente grande para permitir a excregio de

enzimas produzidas (683,

2.13.7~ Cinética dos processos fermentativos.

0 estudo da cinética dos processos fermentativos
estéa voltada para dois grandes objetivos:

~Medir as velocidades das transformagles que
acorpem durante o processo.

~Estudar a influéncia de fatdres nas velocidades
das transformagtes.

Assim, a cinética dos processos f ermentativos
permite o conhecimento das condigBes mals favoraveis de se
conduzir e controlar um processc Fermentativo.

Fundamentalmente, o estudo cingtice envolve duas
partes, O trabalhc experimental de coleta de dados em
jaboratéric, onde procura-se medir velpoidades e estudar a
influéncia de fatores. Apés  obtengdio  desses dados, resta
interpreté-los, consistindo em correlaciona-los empiricamente ou

abravés de modelos matematicos.

24371~ Velocidades das transformagies.
Para =8 medir velocidade em um processo
fermentativo, precisamos definir ant.es velocidade de e

transformagio.

Essa definigiio é feita, utilizando~se um processo
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genédrico, em gue wuma substéncia S5 &  transformada em  uma

substiéncia P.

miceorganismo

A velocidade pode enti3o s=ser definida através do
congumo da substéncia § ou através da producdo de P.

Tendo a ocurva dJde variagdce da concentragdo das
substéncias § e P em fungdc do tempo, como mostra a FIGURA 28,
pode-se determinar as velocidades através da derivada as curvas,

no instante considerado.

8 ou P - Concentrogdo {(g/l)

t - Tempo {h}

FIGURA 2.8 Representaglio da variagBo da concentragic das
substancias S e P da reagio com o Lempo.
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Da FIGURA 28 tem-se:

dSdto ™ velocidade de consumo da substancia § no

instante t'i <grlhd.

(dP/dt), = velocidade de formagio da substancia P

no instante t".i (g Lhd.

Em um estudo de cinética quimica, estas geriam as
velocidades, mas no caso de microrganismos, em que tem-me uma
variacic da concentragZo de células com o tempo, usa~s2 a
definicdo de velocidade egpecifica:

b= 1 % A5/dt €2.8>,

;..zpﬂ 1% .dP-db (2.9,

Além da velocidade de consumoe de substrato e da
formacgdo de produto, ocutra velocidade multo uvtilizada é:

- 1% dX/db {2.103,
onde: X = concentragidc do microrganisme no instante

considerado (g-b.

A3 dt. = velocidade de orescimento microblanc no

instante considerado {g/1>

B = velocidade especifica de crescimento do

microerganismo {15,

Ne caso dosg processos fermentativos, o agente
reaponsavel pela formaegie €& uma odlula vive que assimila diversos
materiaisz, se reproduzr e produz ocubtras substincias alterando
profundamente a composicio do meio em que vive. O estudo da
cinética desses processos defronta-se com obstaculos tals como:

~velocidade gue devem ser medidas.

~Lécnicas empregadas nas medidas de velocidades.
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-medida da concentragdo celular.

-medida das  concentragles dos  substratos e

pradut.os,

~variacBo do volume da fase aquosa durante a

fermentaco.

-influéncia da retirada de amostra durante a

fermentagio

—-influéncia da geometria do fermentador; podendo
estar voltada para o crescimente do microrganisme, para a
producdc de um determinado produto, ou mesmo para o consumo de

substratoe U735,

2.43.7.2~ EquagBo de Moned.

Trabalhando com sistemas de fermentagdo continua
de produglo de microrganismos, baseados na existéncia de um
substrate ldmitante, Monod propés um  modelo empirico para
relacionar & velocidade especificosa de cregaimento com E-Y
concentragBo do substrato limitante 84D,

Correlacionande a velocidade especifica, em fungdo
da concentragic de substrato, Monod obteve uma curva como esta

representada na FIGURA 29
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3.

2,

Veincidode Especifica d8 Crescimenio

} max,

Concentragtio de Substrafo

FIGURA 29 Representacdo esquematica da equagdo de Monod
€107 ).

Com hase nos dados experimentais, Monod propés a

seguinte equacio para representar a curva da FIGURA 2.2,

2110,

onde: E{Snaans:t.ant& de saturacgdoc 2 corresponds &
concentragio de substrato gue fornece  uma
velocidade especifica de crescimento, igual &

metade da velocidade especifica maxima.

O ajuste da equagio 211 RO pontos
experimentais, através da FIGURA 29, nl3c & tBoe simples. No
entanto, invertsendo-ge ambos O mémbrosg da eguagdo 241,
pode-ge escrevern:

10, = K b EVEIR R YN <2120,

A eguagio 242 representada na FIGURA  2.11,
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permite obter, com maior precisBo, os parametros da equaglic 2.41.

ad 8§ (K K
&
> Monod
o 4
c? Inibigdo
PIAK fm = e — = e -

Vlocidade Especitica de Crescimento

Concentragic e Substrato

FIGURA 2.10 Efeitoc da concentracg8e do substrato na vaelocidade
especifica de crescimento (107> .

A equagic de Monod nem sempre &e aplica, e
corresponde a uma simplificagdc do que realment.e ocorre na
pratica. Tem-se problema de inibigSc que incluem inibigl@c devido
& alta concentracBo do substrato, inibigSe devide = formagio de
produtos, além de problemas relacionados com o emprego de melos

com mais de um substrateo, além da morte de células durante o
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processeo. A FIGURA 210 representa um caso tipico da relagde
existente entre a velocidade especifica de crescimento e a

concentragio de substratoe (119,

¥

e 1/3

FIGURA 2.11 Efeito da concentrag®o do substrato na velocidade
especifica de grescimento (119>

Quando S 4K Ks, a equaglc 212 permite escrever
e

i o pméx/i{ = = 213>

Aszim, para 5 < < k_ existe wuma relagdo linear

entre = velocidade espegifica de ocrescimento e a concentragao do
substrato limitante, como mostrado na FIGURA 2.41.

Para 5 >» KS a velocidade especifica tende a
velogidade especifica mAxima de crescimento, No entanto,
existindo a inibicHo devido & presenga de produtos do metabolismo

ou devido & presenga do substrato, a curva tende a se comportar
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gomo no caso mostrado na FIGURA 2.11. Nesse caso, uma equagdo do
tipw

- pméx.}cif(l{i'lﬁ) {2.14>
poderia ser empregada para relacionar a velocldade especifica de
cresciment.c com a concentracgio do substrato (25,

Devido F- natureza complexas do met.abolismo
microbliane e de seu comportamento, alguns modelos matematicos tem
zido desenvolvidos ecom a finalidade de gquantificar os efeitos
inibitérios do substrato e produto final, A forma exata do modelo
matematico, depende da espécie do microrganismo, condigBes de
operagio e estado do melo (88,

Quande microrganismos crescem  sobre solugBes
concentradas de carboidratos, o produto final se acumula no meio
e a atividade do microrganismo é.- suprimida, provocande o fendmeno
conhecido como inibicBo peloe produte final Altas concentragBes
de substrate também inibem ¢ crescimente e desenvolvimento do
microrganismo, dando origem aoc fendmeno denominade inibigdc pelo
substrato. Esses doiz fenfmenos sdo de grande importéncia npum
processoe industrial pois estdo relacionadeos diretamente com a
eficiéncia do biorreator, reducic da capacidade de entrada e

satda do equipamento (1073,
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2.14- Inibigio pelo substrato.

2.14.1~ Mecanismos de inibic@o pelo substrato

A literatura fornece muitos dados sobre a forte
influéncia da concentragdo do substrato sobre o crescimento
microblano. A  baixas concentracgles, a velocidade especifica de
crescimento a2 ¢ préoxima de zero, indicande uma variacgdo
negligencidvel da populaglc. Quando a concentragic de substrato é
aumentada acima de uma concentragic Hmite, a velocidade
especifica de crescimento ¢ proporcional ao zumento do nivel de
substrato, e aproxima de um valor maximoe, Um subsequente aumento
na concentragdo faréd com gue  haja um decréscimo na taxa

especifica de crescimento (FIGURA 242> (77, 114D

Taxg Especifica de Crescilo

Concentragiio d@ Substrat

FIGURA 2.12. Diagrama esguematice mogtrando o efeito da
concentragSo do substrato na taxa especifica de
crescimento (775.
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A resposta do crescimento micrebiano, & variagdo
da concentracgBc de substrato nSc ¢ totalmente Inesperada, poils
quande se varia a concentragdc do substrato, ocorre alteragdo na
atividade de dgua (80, 67> e wvariande também as propriedades
fisico quimicas, tais como: pressac osmotica, forga idndca,
constante dielétrica, etc, podende alterar com lz=0 a membrana
celular {400,

Uma alta concentragdo de substrato provoca um
sumentc na adsorgdoc ou complexacio entre enzZimas, coenzimas, e
substrato, © que pox sua vez reduz a atividade
ernzimatica (40,

Do ponte de vista biclégico, um aumento na
concentragio de substrato pode causay urma alteragfio no
metabolismo celular de +tal maneira gque pode ocorper uma maior
produglo de uma substancia por um outroe caminhe metabélico,
provocando uma  inibigSc por retroalimentagiic de um caminho
metabélico conhecide. ¢ exemplo mais conhecido & o efelto
Pasteur, o gual ilustra bem o efeito do oxgénio {substrato? no

metabolisme da levedura (983,

2142 - Modelo cinético para inibigdo pelo
substrato

A TABELA 2.7 mosmtra véarios modelos mateméticos,
que foram desenvolvidos no intuitc de quantificar o efeito

inibitérioc do substrato.
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TABELA 2.7 Modelos cinéticos de inibig8o pelo substrato (77).

Eqg N* Modelo cindtico
P
2.40 Moo= M
i ™ {4+ I{1+BK 2
® s
(1 +BIK)
2 i p.o= = 8K
1 ™m -
K +8 + 5 <K |
= Bl
®
2,87 M= M P
L
S+ +iE AR 2 {L+RAKD
-] - 29
2.48 M I e “Bok L
. L= e
i m B o+ ¥
-]
s 2o B ausnc ,
L= o w1 -
‘u‘» #m
2. 20 s 4 *
. £ = A e uando WS
PL um & + K q
-
z b i *
.20 = ——c—— ' ¢ - L I
pi Hm B + K i
5
»”
quande B > &
.24 = =z i il }a
pt Jum & + K =
] m
Boon e Laudelout (18D ahtiveram suQeRso a0

explicar um modelo de iniblgdo enzimaticse para microrganiamo.
Eles verificaram gque a equagdo proposta por Haldane (512> C(equagio
248 da TABELA 27> para representar inibigdo enzimatica, era
aplicdvel para descrever a inibigBo de Nitrobacter winogradskyi
gquando se usava excesso de nitrito como substrato.

Andrews (5> e BEdwards (40> puderam Lambém mais
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tarde comprovar gque a referida equacdo representava a cinética de
inibicBco peleo substrato para varios microrganismos cultivados em
batelada ou continuamente.

Haldane (51> baseava a inibigico enzimdtica pelo
fato de haver formagdoc de um complexo inativo da enzima, com duas
moléculas de substrato.

Edwards {402 trabalhando com dois outros modelos
de cinética enzimatica, equagBes 216 e 217 da TABELA 27 para
descrever cinética de crescimento de microrganismo, chegou a
conclus8o que essas equagBes nSic eram melhores gue a egquagio
245, quando utilizada para descrever microrganismos cultivados
em batelada ou continuamente.

Assumindo uma analogia entre o mecanismoe de
inibic&e pelo substrato e pelo produto, Edwards utilizou a
equacBo 229, TABELA 28, proposta por Alba e colaboradores (3D
para descrever inibigdo pele produtc, como medelo para descrever
a coinética de inibig8c pelo substrato, cbhtende a equagio 2.48.
Verificando diferentes microrganismos, ele conclulu gue a equagdo
245 nSo era muito diferente da egquagBc 248 quandc analizadas
peios dados, mas as equagBes exram estaticamente indistinguiveds.

FEdwards (400 proptds a equagdo 219, a qual levava
em conta o efelto difusional, © efeito de protegdco difusionad
gquando se utilizava concentragbes altas e inibit.drias.

Tseng e Wayman (114D propuseram as equagles 2.20a
e 220b para descrever cinética de inibigBo pelo substrato,
guando trabalharam com Candida lipolytica e Candida utilis,

crescends sobre etancl e n~butanol, respectivamente.
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0 modelo mostra que abaixo de uma concentracgio S*,
ndc ocorre inibigSo (equagio 2.20a). Entretanto, quando a
concentracio excede S', o crescimento decresce lnearmente com
respeito a diferenga da concentragdo ¢s~-s* > equagic 2.20b.

Assuminde um mecanismo comum para inibicdio pelo
substrato e produto, Luong (77> adaptou um modelc de inibigao
pelo produte, nHoe Hnear, proposto por Levenspiel (74> para
descrever cinética de inibig8o pelo substratol equagdo 2.21).

Para baixas concentragBes de substrato a taxa
especifica de crescimento {u» aumenta com a concent.ragio
concordande assim com a equagioc de Monod.

A concentraglo S' correspondente aoc mfodmo 1 era

egtabelecida por:

(2220
Quando B 2 S*, o valor de p decresce. O tipo de

relag@o entre p & 5 depende da magritude da constante o
Lucng <77> em seu artigoe relata gue =seu modelo
descreve a cinética de corescimento melhor gue oulros {(equagio
245; 248 e 219 3, para varices microrganismos, @ que t.ambém seu
modelo poderia predizer o valor maximo Sm’ concentracio acima da

gqual o crescimento era totalmente inibido.
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2.15- Inibig3o pelo produto.

0 efeito negative do produte final sobre atividade
microbiana constitui problema de interesse Dbiologice em  uma
fermentagBo. O acumulc de produtos tais como etanol, butanol,
acetona, acide latico, ete, resulta em um decréscimoe continuoe na

taxa especifica de crescimentc e taxa de formagdo de produto.

2.15.4- Modelo cinédtico de inibig3o pelo produto.

Quando a presenga de produtos metabdlicos nac
desempenha um papel importante, a taxa especifica de cescimento
() pode ser expressa como fungdo da concentracgio de substrato
imitante através da eguagBo de Monod

Entretamtc, gquando & presenga de produtos afeta o
crescimentc celular, a equagdo 211 deve inciuir a concent.ragio

doe produto P.

powm ¢ SP D C2.23>

Estudos scbre inibigSo de orescimento microblano
por etanol, tém demonstrado que ele comporta-se como wum inibidor
nSo competitive (3, 11, 4% Isso implica que somente a taxa
especifica de crescimento é afetada e ndo Ks na eguacdo 2.23.

Entretanto, a taxa especifica de arescimentc na

presenga de inibidor pode ser representada por:

. s
H®H TTE"Y Ke

onde u. & a taxa especifica de cresciment.o maximo na presenga

C2.24%

do inibidor.
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A TABELA 28 ilustra varios modelos que tentam
estabelecer uma relagSo entre p/ p e concentragic do produto
durante o experimento.

A equacdc 225 proposta por Hinshelwood ({583
propée um modelo linear para cinética de inibigfic, enquanto que
Holzberg e colaboradores 59> modificaram a equacdo 225 para
explicarem a inibig8c que aparecia quandce fermentava suco de uva,
utilizando Seaccharomyces cerevisioge var.ellipsoideus, a equacic
por eles modificada, era o modelo 2.26.

J& Egamberdiev e lerusalimsky 42> sugeriram o
modele 227 para explicar a inibigBo pelo etanol da espécie
Suwint, verificande gque a taxa especifica de crescimentoe era
fungdio hiperbolica da concentragio do produto.

Nagatami e colaboradores 14°5 P ] Alba e
colaboradores (3> propuseram uma relag8oc exponencial entre
taxa especifica de crescimento e concentragic de etanol guando

utitizavam levedura na fermentacgso, propondo a equagdc 2.28.
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TABELA 2.8 Modelos matem#&ticos para cinélica de inibig8o (V7).

Eg N° Modelo cindtico
Z2.25 .= -~ K P
“t. Pm E
Z2.2¢ .= - K (P ~K ¥
;JL Nm 1 2
Kpi.
2.27 =
yi ’um ¥ o+ F
PE
-% P
2.28 Moo= H O w
i1 i
l{‘ o
z.z29 H, = M ~
9 m 4 - P
z m
| of
2. 30 H, = p (& - 3
i 42 b
e
P 3
2,84 o= T 3
#1 ‘um P
b1
P v
Zz. 82 i I £-13 ¥ 3
I’Mi- 'um i od

Bazua e Wilke (11> verificaram gue os dados
cinaticos de S.cerevisige cultivada em quimiostato nic smeguia uma
rejagio Hnear, exponencial ou hiperbdlica, sende que oS8 MesSmas
eram descritos pela equagBo 229, a qual foi utilizada por
putros autores para expldoar o efeito inbitéric de butanol sobre
Clostricium acetobutyulicum.

A equaglo 230 fol proposta por Ghose e Tyagi (49
e & uma extensdo da equagdo 2.25,

Levenspiel <743 propés um modelo cinéticoe ndo

linear ¢ equagdo 2.31), onde & constante [3, de ascordo com seu
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valor pode tornar a equagdc 223 na equacio 230 ¢ 3 = 1 ), na
squacBo 227 e 228 < 3> 1 2, na equaglo 229 < 8 < 1 >,

Luong (77> propbs uma modificagBc da equagdo
2.31 obtendo a equacBo 2.32, sendo que nessa equago, a magnitude
da constante » determina a relagBo entre p e D. Quando ¥ = 1 a
equacBo 232 se assemelha a equagdco 2.30. Para y < 1 a equagioc
232 passa a representar o modeloe cinético proposto por Alba e
colaboradores (equacho 2.28). OQuande » > 1 ela representa os
dados cinéticos de Bazua e Wilke (equagic 2.29).

Devide a natureza complexa dos microrganismos um
conhecimento complete dos mecanismos de inibigZe n3c estad bem
estabelecido. Consegquentement.e tLemos varios modelos para
descrever a cinética, tanto para inibigdo pelo produtce, como para
fnibig3c pele substrato, sendo que a maloria desses modelos

possuem uma aplicagdo especifica
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i1} ~ MATERIAL E METODOS.

3.1 ~ Processos fermentativos.

311 ~ Reagentes.

Os reagentes gquimices utilizadosx nos experimentos
foram todos produtos P.A. No casc de meio de ocultura, além de
substancias P.A., foi utilizados como fonte de carbono, melago
CART = 56%)>, e comp fonte de nitrogénic agua de maceragic de

milho, produtos esses de natureza complexa.

312 - 0 microrganismo utilizade nos experimentos

foi a levedura Kluyveromyces bulgaricus ATCC 16045,

3.14.3 =~ Manutengdc da cultura.
0 microrganisme era repicado pericdicamente em
tubos contendo meio de cultura PDA (Potato Dextrose Agard.

Exmes tubos contende o meio inclinado serviam mais tarde ocomo

eultura estogue.

3.1.4 - CondigBo de cultura.
O meic de cultura para desenvolvimento do
microrganismo foi o mesmo ubilizade por CGosta em seu trabalho

(263, cuja composigBoc se encontra descrita abaixo:
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Meio de cultura (M D

1
composicio concentrag8o (g/1)
sacarose 20,0
extratce de levedura 5.0
KZHP{)4 5,0
NH‘;GI 1.5
M5304 ?Hz(} 0,565
K1 1,18
pH 6,8

245 - Preparo do indoulo.
Tubos de ensaic contende 5,0 ml de meic de cultura

M préviamente esterilizado a 121°C por 15 minatos, fToram

1*
incculados com uma algada da cultura estoque. Estes tubos foram
mantidos em incubadora por 24 horas a 30°¢. A seguir o contebdo
de cada tubo era transferido para erlenmeyer de 500 ml, contendo
160 ml de meio de culbura Mi’ préviamente esterilizado.

Os erlenmeyers contends o meic inoculado eram

incubados em “shaker” da News Brunswick Y1, a uma rotagdo de

200 rpm, em uma temperatura de 30°C, por 12 horas.
2.1.6 ~ Meio de cultura utilizado nos processos de
ferment.agso.

0O meio de cultura utilizado nos Lrés processos
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fermentatives possuia a seguinte composig8o:

Meio de cultura M

2
composigao concentragio (g 10
me lago 30,0
Apua de maceragio de milho 40,0
K, HPO 5,0
pH 3,5

317 - Preparc do meio de cultura.

Na elaboragic do meic de cqultura a ser utilizado
na frermentacio, o melago e a Agua de maceragBo, apds pesagem,
eram diluidos em agua e filtrado através de um filtro centrifugo
tipo F.40 marca Janke & Kiinkel K@, utilizando-se de filtros de
papel Ika~Filtray n° 545

Apds a filtrag8o, acertava~se O pH para 5 e
completava-se o volume com agua. Para acerto do pH era utilizado

Acido ortofosforico.

0 meio era esterilizade em galles Pirex de 15
ltros a 121C por 20 minutos, sendo que nNno mMesmMo era adicionado
algumas got.as de anti espumante, a base de milicone &4 - E -

F8 105

¢ fosfato de potassio ers esterilizado am
separadco, =mendo adicionade @mo meic quande resfriado, o seu pH

também era acertade para 3,5

No preparo do meio de cultura, o melago fol
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fornecido gentilmente pela Usina Ester e a &gua de maceragio de

mitho ou milhocina, pela Refinacties de Milho Brasil

318 ~ Determinagfic da taxa de crescimento do

microrganismo

Foi realizada uma fermentacBc em  batelada,
utilizando meioc M 5 descrito no item 2314, mas utilizando pH 3,5.
A fermentacio transcorreu em reator agitado, a uma temperatura de
305C, & qual era mantido por um banho t.ermostatizadoe, modelo UR,
marca MLW, e aeragdo entre 0,2 a 0,3 vvm, regulada através de um
rotametrc modelo OM 0425 Pi, marca OMEL. O volume de meic no
reator era de 400 ml

AS amostras eram retiradas em intervalos de uma
hora, durante seis horas. Apos centrifugagso a BOOO »rpm por 10
minutos em centrifuga Spin VI Incibréas, as mesmas eram dihnidas
convenientemente com &gua destilada, e feita a leitura da
absorbancia a 600nm, usando Agua destilada como brance em
espectrofotémetre modelo Spectronic 20, da Baush & lomb.

4 absorbancia Ffoi convertida em massa  Seca;
através de wna  curva padrio. ilizando~se da curva ches
abzorbancia D.0O> versus ﬁaaaa Beca CFIGURA 3.4, obteve-ge a
squacio de massa seca (gsl> = 1,028 = ABS. Através da equagio
podemes  transformax densidade Stica em massa seca €, portanto,
graficar logaritme da concentragio celular versus tempo, para

achar o valor da taxa especifica de orescimento CRIGURA 3.3,
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34.9 - Processos de produgBo da enzima invertase

por batelada alimentada

Fez-se inicialmente ferment.agio em batelada
simples utilizando-se o© meio de cultura Mz citado no item 3J1S5,
a qual serviria como base para as fermentagfes em batelada
alimentada. As fermentacles &m batelads alment.ada eram
conduzidas em reator da Fermentation Design Inc, FIGURA 3.3,
modelo M-1000, dotado de agitag8o magnética, controle de asragio
0,2 a D,3 vvmd>, controle de temperatura (300>, controle este
feits por bamhe termostatizadoe modelo Uzc, marca MLW. A
alimentag3o da fonte de carbono {sacarose s melago} era felta por
uma bomba peristaltica modelo B 33211, marca Micronal, & uma
vazdc de 3,0 mish. O meio de oultura utilizado nos experimentos
foi o melo Mz ,e as concentraglies de sacaromesmelago utilizadas
nos experimentos foram 240,0; 350,60 e 4400 z-1.

Também fez-se fTermentagBo em batelada alimentada
com alimentaglo exponencial, cuja finalidade era de =& obter wna
mator produgBo de enzima. A concentragSc de melago utilizada
nesse experimento fol de 440,0 g~ O volume de melo de gultura
ne reator em todos os experimentios de batelada alimentada foi de
G600 ml.

As amostras de 10 ml eram retiradaz assepticamente
e feitas analizses de densidade d&tica, aghcar redutor total e
atividade enzimatica. A densidade 6Gtica, por meio de uma ourva

padr8c era convertida em massa seca (g7/1>.
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FIGURA 3.3 Esquema do fermentador utilizado
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2110 - Fermentaglo continua em reator duplo
estagio
Q reator duplo est.agioc utilizado para os
experimentos de fermentagdo continua foi montado, usando-se de
doig reatores modelo M-1000 da Fermentation Design Inc., com
sapacidade de um Wtro cada, fazendo~se as adaptaglies necesséarias

conforme o esquema da FIGURA 3.4.
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FIGURA 3.4 Bquema do reator duplo est.bgio.
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A alimentagdZo do melo de cultura fresco, era feito
nos dols estégios, através de uma bomba peristaéltica modeleo B
3214, marca Micronal, cuja calibragdc fol feita previamente A
bomba perizstéltica estava acomplada a wunm temporizader, o qal
auxiliava no controle da vazBo do meio .

A vazdo do meic de cultura no segundo estagio era
o dobro da vazdo no primelro estbgio.

No experimento de fermentagic continua em reator
duplo estagic, procurava-se variar a vazdo de alimentagio, sendo
que para cada variagac da mesma, esperava~se no minimo trés
tempos de residéncia, para a retirada de amostra A retirada de
amostra de 10 ml era feita assepticamente; e para cada amostra
retirada era feito controle de densidade 6tica, agicar redutor
tot.al e atividade enzimética.

O volume 0Lil nos dois reatores gque compunham o
zistema era estabelecide, ¢ a fermentag8c mantida a 30°C, atraves
de um banho termeostatizado modelo U?S, marca MLW, sob agitagBo e

uma aeracSo que variava de 0,2 a 0,3 vvm noe dois estagios.

3,441 ~ Calcule da taxa de diluigSo,
A taxa de diluicSo era expressa pela vazdo de

alimentaglSo em cada estagic, dividida pelo volume de cada um.

¥ 2.F
Dz‘ Y
] 4

<310

onde b b taxa de diluig8o no primeire estagio h

Dzn taxa de diluiglo no segundo estagic ¢h
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F = wvaz3o de alimentacgS8c no primeiro estagio
{mi >,
‘?1 » yolume do primeiro reator (mly
Vz = volume do segundo reator mb
A vazlio era medida 2 saida do segunde reator e,
come as manguelras de alimentagdc eram idénticas, a wvazio do
primeiro reator fol estimada como sendo a metade da obtida no

segundo estaglic.

3.1.42 -~ Calculo da produtividade.
A produtividade era calculada em fungéc do

voylume 0til dos reatores.

Atvz,F
Fr w e {3.22
1 z
onde Atvzﬁ atividade enzim&tica no segundo reator
UL mi>

Pr = produtividade {4L-milh 2
vi = volume do reator 1

%‘2 = volume do reator 2

B45 -~ Caloulo do rendimento.

0 rendimento fol caloulade com base na atividade
enzimatica do segundo TYeator dividida pelo agucar total da

alimentacgic menos o agucar total cbtide na saida do segundo

reator.
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Atvz,f-‘at,er
¥ ® TART - ARL

alim

{3.3>

onde: » = pendimento (Ul/g de ARTD
ARTa.um- agucar redutor total noe meio de
allmentagio (g7
AR’I‘zn agGcar redutor total ne segundo reator (g/I>
Atvzu atividade enzimatica no segundo estagio
{ULI-ml2

Fator = conversioc de ml para litros

3114 - FermentagSo continua utilizando células

imobilizadas

Os estudos de fermentagiic continua com células
imobilizadas foram conduzidos em um sistema de reator continuo,
com peciclo de parte do efluente. Nesse reator foram realizados
estudos relatives a influéncia da concentragic de substratce e
vaziico de alimentagSo, na produtividade e rendimento da produgio
da enzima invertase por Kluyveromyces bulgaricus ATOC 150458,

0 mistema era consiituido de uma coluna de wvidro,
de diametro interno 40 mm, altura 300 mm, com camisa exwterna para
controle de temperatura; sendo dotado de uma placa porosa, de
vidro sintepizade na sua parte infericr, com a finalidade de
suportar a célula imobilizada no suporte e distribuir melhor a

aeragio no reator. A coluna possuia ainda telas de ago inox mesh
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100, as graads facilit.avam & distribuiglio dos cubboes de
poliuretane de densidade 37,0 31,5 Kg/mae porosidade de 14 & 1B
células por centimetro linear, dentro da mesma, evitande gue o
suporte se compactasse na extremidade superior da coluna,

A alimentagfio do meio de cultura fresce, que
entrava no sistema, era feitc por uma bomba peristaltica, modelo
204, marca Milan, a qual era acoplada a wum temporizador, com a
finalidade de dar wum controle melhor da vazin. Essa alimentagio
eras feita em um tangue regulador, juntando~se a corrente de
recicle gue saia do topo da coluna. O tanque regulador possula
duss correntes de saida, sendo uma de reciclo, gque at.ravés de uma
bomba modelo IM-35, marca Sigma Motor, alimentava a coluna pela
parte inferior e a outra, de produto, conforme asquema da FPIGURA
a8,

A fermentacfo transcorria a 300, temperatura essa
mantida através de um banho termostatizado modelo Uze, marca MLW.
O tangue regulador permanecia sob agitagio, utilizando para isso
da bame do fermentador M-1000 da Fermentation Design Inc. A
aeragdc era forneaida por linha de ar, sende gue antes de entrar
no fermentador, passava por filtros estéreis, de 1HE de vidro. A
taxa de aeragdoc era de 0,2 a 0,83 vvm, controlada através de um
rotametre modelo OM 04285P1, marca OMEL. Para experimentos oom
esse bLipo de reator, foram utilizadas as seguintes concentragles
de melago: 20,0; an,0; 60,0 e 90,0 golL 0 wvolume de meic de

cultura ne fermentador fol de Bad ml
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3.4.14.1 = Suporie utilizado para imobilizag3o.

Como  suporte para imobilizagBo de células de
Kiluyveromyces bulgaricus ATCC 16045, foram utilizades cubos de
poliuretanc de 5 mm, .cort.adcss a partir de uma placa de espuma
gentilmente cedida pela Trorion 57A.

A escplha do suporte foi baseada em trabalhos de

alguns pesquisadores (4, 8, 163 o5 guals usaram ledtos
smpacotados de cubos de material porosoe {poliuretano,
polietileno, etc.) e esferas de ago inox, com a finalidade de

fornecer as células microbianas um ambiente permeével e protegido
do atrito provocado pelo escoamento, a fim de que elas possam se

desenvolver, ccupande o intericr dos cubos.

3118 ~ Estudo do comportamentc do reator.

Um reator de leite fixe com altas vazlBes de
reciclo, comporta-se comoe um reator de mistura.

Para verificar se o comportamento do reator era de
um reator de misturs em uma dada condigSo de operagdo, usava-se a
técnica de passar um tLragador no sistema em forma de degrau
Utilizou~se para isso, de uma solug@c de sacarose 10 g~

O reator era alimentadc primeiramente com agua, e
apds entraxr  em  regime, substituia~-ze eass pela  solughoe de
S 0me,

A intervalos regulares de tempo, recolhia-se uma
amostra na saida e determinava-se a concentrag®c de sacarose em

graus brix, através de um refratémetro, Garl Zeiss Jena, modelo

I
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Para verificar ) comportament.o do reator,
considerou-ge um reator de mistura hipotético, conforme sesquemsa

abaixo FIGURA 3.6.

S0 S

FIGIIRA 3.6 Esqguema do reator de mistura.

Onde: F & vazrfo inicial e final
So = concentracdo de sacarose na entrada.
S = concentragio de sacarose na salda
V » volume do reatorn.

Fazendo um balango de massa tem-se:

F So -~ F 8 -~ dS/4dL V=0 {343
PSo - S = dS7d0 Y {352
Fo (So - 8) = 4544, 3.6
S 1 3

a5 i ¢
[ we=ws t [ s @73

orde! FY = 17
T = tempo de residéncia médio.

Considerando os limites de integragio:

T



L m D+ 8 =0
* 1]
tLemtsS =g

Chega-se & seguinte equacio:

S0 «~ B
In 5 LR P N A ’(3.8}
A tangente da curva de In Se = 5 am ¥ Bo
S0 ung

do tempo <(t> corresponde ac tempo de residéncia meédio
experimental(r).

O tempo de residéncia tedrico fol considerado como
sendo 2 razac entre e volume de Hepsdo contddo no

sigtema, dividido pela vazdo de alimentagdo.

3.4.15 - Galculo da taxa de diluigdio.

A taxa de dilugBo ¢ expressa pela vaz3o de
alimentaciio no reator dividida pelo volume de Hguide do reator.

D = FV (3.9>
conde: D = tawa de diluigZo h D

F m vazic de alimentagdo (mi T

¥ = volume de Mguido no reator (mid

3.1.17 - Calculo da produtivadade.

A produtividade era calculada GOm bame na

atividade enzimatica do reator e no volume do reator.

Atv F
Pr = £3.102

reator

onde: Pr = produtividade Ul mlh>

Atv = atividade enzimatica (Ul/mid

77



V = volume do reator (mld

F = vazdo {(mi/To

3.1.18 ~ Calculo do rendimento.

4] rendimento foi calculado dividindo-se a

ativadade enzimatica pelo aghecar redutor total consumido,

Atw .Eatar
- ART >

m reas

¢

¥ RUUART
a
onde:
y = rendimento (IL1/7g de ARTO
At = ativadade enzimética (U1 mb
AR’I‘&W& acicar redutor total na alimentagdo (g-1>

ART » agtcar redutor total residual (gsD

ras

Fator = conversio de mi para litro

3.1.1¢ - Retirada de amostra.

A amostra era retirada asmsépticamente, e medida a
abscbéncia, agicar redutor total e ativadade enzimatica. Para
cada alteragSc na taxa de diluig8o, esperava-se Lrés tempos de

residéncia para retirada da prdxima amostra

3.4.20 - Métodos analiticos para os processos.

%3.4.2001 =~ Curva padrio para massa sSeca.

Para obtengdc da curva padrdo (absorbancia em
fungBo da massa secad, filtrou~-se 400 ml de caldo £ srment.ado em
filtrs Sartorius 8. M. I 307, com membrana Millipore de
porosidade média 024

ApSs lavagem do precipitadeo com  agua destilada,

secave-se em estufa a vacuce (500, determinando-se & massa Seca
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em -1 Paralelamente, centrifugou-se 100 ml do calde Termentado,
concentrando-c até um volume final de 10 ml.  Procedeu-se
diluigBes sucessivas e leitura da absorbancia em
espectrofotdmetro a 600 mm. A partir da massa seca obtida,
determinou~se indiretamente a massa seca para cada leitura de

absorbiancia,

3.1.20.2 - Crescimento celular.

G cresciment.o celular do microrganismo foi
determinado através da leitura da absorbéncia a 600 nm em
egpectrofot.bmeire Spectron-20 da Baush & Lomb, utilizmando &gua
destilada para a calibragBo do aparelho.

Foram retiradaz amostras de 10 ml, centrifugadas
em centrifuga refrigerada Spin VI, da Incibras, a 5000 rpm por 10
minutos, a temperatura de 5-°C0.

0 sobrenadante era utilizade para determinacac de
atividade enzimatica e aglcar redutor total

G precipitado era lavado com agua destilada e
novamente centrifugadso. Apés a eentrifugagSo, descartava-se o
sobrenadante € ressuspendia o precipitado em i mi de Agua
destilada. ApdSs essa etapa, T azia~se a diluigio convenientemente

para & leitura contra agua.
Para a convers3c de absorbancia OO> em massa

seaa, utilizava-se a curva padrfZic descrita no item anterior.
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31203 - Determinagdo do agtcar redutor
total (AR,

A analise de acucar redutor total era através do
método que utiliza o acido denitrosaticiliico (ONSO (833,

FPreviamente, fazia-se a hidrélize da amostra ocom
HCl 2N. Apds hidrolisar a mesma, neutralisava-se com NaOH 2N. Em
sepulda, adicionava-se 1 mi da amostra hidrolisada
convenientemente diluida a 1 mi do reagente DRSS e mantinha-se em
banho maria a 100C por 5 minutos. Resfriava-se imediatamente em
banhe de gelo, fazia-se diluigdo com solugdo de tartarato Jduplo
de wsédio e potassio para leitura de absorbéancia. 0 brancoe era
feito substituindo-se a amostra por 1 ml de Agua destilada. A
leitura da absorbancia era feita em espectrofotédmetro Micronal

modaels B 382 a 540 nm

3.1.20.4 - Determinagioc da atividade enzimatica.

Para determinar a atividade enzimatica no caldo
farmentado, procedeu-se segundo Suzuki ecclaboradores
111>, fazendo-se o seguinte procedimento,

Em um reator encamisado, sob agitagdo, e cont.role
de temperatura, colocava-se |

5 ml de smolugic de sacarose 0,06 M

2,5 ml de tampdoc fosfato de =&dio 0,08M, pH 5,2

1,5 de fgua destilada

1,0 da amosira converdentemente diuida

A reaglBo processavarse A temperatura de 40°C com

agitagBo. A cada trés minutos, tomava~se amostra de 1,0 ml e
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reagia com DNS para determinagio de aglcares redutores. No total
eram retiradas 5 amostras.

As curvas de agGcar redutor <J{absorbancia versus
tempo > e padrBo (concentragio de agicar versus absorbancia>
forneciam a atividade enzimatica, expressa em U.I1ml.

A unidade de invertase UJI # definida como sendo a
capacidade da enzima para hidrolizar 1 wumol de sacarose pRpoOr
minuto.

3.2 -~ Cindtica microbiana.

321 ~ Influéncia do substrato na produgle da

enzima.

A fim de verificar a influéncia dos substratos,
glicose e sacarcose, na ermentagio com Kiluyveromyces bulgzaricus,
realizaram-se ensaios em batelada, variando as ooncentragies
destes aglcares.

As fermentactes foram preparadas, inoculande o
micropganismo em dois tubos de ensaic contendo meio de culturas
i, previamente esterilizade. Apds 24 horas de incubacic a 30°C
em ca&mara climatizada marca Fanen, transgferiu~se o material
desses tubos para um erlenmeyer de 500 mi de volume, contendo 150
mi de melo Mg,- Apéds a transferéncia deixou-se © frasvo sob
agitacio a A0 por 12 horas, am vohaker'! da News Brunswick Y.,
a uma rotagdo de 200 rpm.

iitilizando-se do material desse erlenmeyer,
inocularam-se com 20 mi, quatro erlenmeyprs com defletores,
contendo 200 ml de meio M‘, a fim de sme estudar a inf tudncia dos

agucares glicose e sacarose na produgdo da enzima invertase.
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ComposicHio dos melos de culturas.

Meico de cultura Ms

composigdio concent.ragic(g 1
Bacarose 10,0
extrato de Jevedura 10,0
peptona 20,0
K2HPG« 5,0
pH 6,8

Meio de cultura H“

composigio concentragiolg i)
glicose varisvel
BHRCAT OREe variavel
extrato de levedura 10,0
peptona 20,0
KaHPOs 5,0
pH 4,8
A concentragio de aglcar no ensato

realizado, encontra-se descrita na TABELA 3.1,
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TABELA 3.1 Concentrag8c de agucar nc meic Ms.

Fromoo Sacarcse{gsLl? g licosaig by
3 i, 0 0,0
z o, s 8,5
8 5,3 -
4 0,0 10,0

Os  erlenmeyers contendo o meio de cult.ura
inoculados foram incubados sob agitag3o em “shaker” da News

Brunswick Y.La 200 rpm e temperatura de 30-C.

3,211 ~ Reiirada de amostra

As amostras foram retiradas de hora em hora, de
cada frasco, durante doze horas de fermentagio. As analises
realizadas nessas amostras foram: absorbancia, aghcar redutor
total e analise de glicoge, como descrito anteriormente no Iitem

3.4.20,

3212 ~ DeterminaglBo de glicose através de teste
enzimatico colorimétrico.
Utilizou-se o método da Bio Diagndstica Glicose
Enz-Color, o6digoe BDA0M. Este método fundamentava-se na TIeagio
de oxidagSc da D glicose pela glicose oxidase para Acido
glhucdnice e peroxido de hidrogénio. O perdxido de hidrogénic, na
presenga da peroxidase, reage com o fidroxibenzoato de sdédio e
4-aminofenazona para formar o complexo quinona. A intensidade da

cor formada é proporcional a concentragio da glicose na amostra,



20 glicose

f-D~glicose +0z <+ 2H —iidase

» b-scgluctnico

FzH202

2H202 + hidroxibenzoato-EEroidase

rcompléxo  gquinona +  «Hz20z
+ saminof enazona.
Apbds reconstituide, o método enzimético apresenta

az seguintes concentracdes minimas de reativos:

composigao concent.racio
s—aminofenazona 0,2 pmolsl
hidroxibenzoato 5,0 umol-sl
glicose oxidase 10000 U~1
peroxidase 8000 Ul

Tamp3c e estabilizador também sfo adicionados ao

reagenie.

Hiliza~-se como padrSo de glicose 100 mgrsdl de
glicose em solugso preservada com acido benmdico a 0,168

A reacfic consiste em misturar 20 pl da amostra
converdentement.e diluida, aom 2,5 mi do reagente Glicose
Enz~Color e incubar durante 10 minutos A 37°C ou por 30 minutos A
temperatura ambiente. Proteger da luz direta, resfriar e ler
absobancia contra brance em espectrofotdédmetre a 510 n O branco &
feito substituindo-se a amostra por 20 pl de dgua destilada.

0 galcule da concentracio de glicose era feito da
seguinte modo:

ABS{(tested x» 100
mg de glicosesdl = ABSCpadrao) €3.12>
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3.2.2 - Estudo da cinética da fermentaglo

empregando a técnica de pulso.

Este trabalho foi realizade através da fermentagBo
continua utilizandoe um reator modele M~1000 da Fermentation
besign Inc. com capacidade para 1 litro.

0 volume util do reator foil de 758 ml e a vazio de
alimentag8c no mesmo era estabelecida em 186 mlsh, sendo
ubilizada uma bomba peristaltica modele 204 marca Milan, acoplada
a um temporizador (FIGURA 3.7).

¢ meio de cultura em fermentagBo era mantido sob
agitagio, € a asracio era de 0,2 a 0,3 vvm A temperatura no
reatbor era de B80°0, sendc mantida por um banho termogstatizado

modelo U'ZC marca MLW.

92241 - Melo de cultura utilizado.

Para esse ensaio foi utilizade o seguinte meic de

cultura:

composigio concentracgiolg 1>

sSacarose iG.,.0
extrato de levedura 10,0
peptona 10,0
KzHBPGCa4 5.0
pH 3,8
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0 reator contendo 750 ml do meio descrito no item
2221, era inpculade com 75 mi do inboulo preparade  conforme
item 315 e delxado fermentando por 12 horas. Apos esse tempo

iniciava-se a alimentacBio do reator por 12 koras com meio de

eultura fresco.

3.2.2.2 -~ Injeg3o de substrato por pulso.

Inicialmente foi dade um pulse de glicose, cuja
concentracio final no reator foi de 10,0 g-L

Antes de injetar a glicose, fol retirada amostra
para analise de densidade &tica e pH.

Apés  centrifugagfio da amostra em centrifuga
refrigerada Spin VI da Incibraés, a 5000 rpm por 10 minutos, o
sobrenadante era congelado para anslises posteriores de agGoar
redutor {(glicose), agicar redutor tptal e atividade enzimatica,
erxjuants gque no  precipitade (massa celularl, apds lavagem
faria-se imediatamente a analise de dengidade Stica.

As amostras de 10 ml foram retiradas de meia em
meis hora, até que ndo se percebesu mais variagiic na densidade

[ 5 1at- R

Em seguida foram dados consecutivamente pulsog de

frutome = Sacarose, com conosentragfes e procedimentos idénticos

an da glicose,
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323 - Estudc da cingtica da fermentaciic
smpregando a técnica de degrau.
Esse ensaio foi realizado através de fermentag8o
continua em reator modelo M-1000 da Fermentation DPesign Inc, com

capacidade para um Htro, de acordo com FIGURA 3.7

L VUV —
B [
& - Galic de Vidro Pirex E - PHmetre
B - Temporizader ¥ . Banho de Aguscimenic
C . Bombs Peristdltica 8 - Reservatbric de. Mpio Fermsmindo
B - Fsrmentador K - Entrads de Ar

| ~ Agitador Mognético

FIGURA 2.7 Esquema do fermentador
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O wvolume atil desse reator fol de 550 ml, sendo
que nesse experimente variou-se a concentragdo de sacarose,
glicose e frutose, também variou-se a taxa de diluigdo para uma
mesma concentracio de agicar na alimentagio.

0 controle da vazBo de alimentagio era feito per
uma bomba peristaltica modelo 204 marca Milan, acoplada a um
temporizador,

A agitagio era feita através de agitador
magnético, modelo 752 marca Fisaton e a aeracglo era de 0,2 a2 0,3
vvm, controlada através de um rotémetro modelo PG 02 marca MLVW e
& temperatura mantida a 30°C por um banho termostatizade modelo
UHs marca MLW.

Quando se fazia alimentagdc do melo, com uma
concentracgdo de agicar pré-estabelecida, para cada taxa de
diluicBo especificada, esperava-se tLrés W fa tempo de
residéncia para a retirada de amostra Apds a relirada da
amostra, mudava-se a vazio de alimentagfo. Na amostra retirada,
eram feitas analises de densidade odtica, agicar redutor total e
atividade enzimatica através de métodos descritos anteriormente

no item 3.1.20.

2231 - Maio o =3 cultura whilizgado 4 Tal
experimento.
Para os ensalos foi utilizado o seguinte meic de

cultura (263
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composiglo concentragdo(g~1).

EACATOSS variivel
glicose variasvel
frutose variavel
extrato de levedura : 5,0
NH 1l 1,8
*
K HPG 5,0
2 "
KC1 1,18
Mgs{}4 ?Hz(} &,68
pH 3.5

As concentracBes dos agucares utilizados nos

experimentos foram: 10,0; 30,0; 50,0 » 70,0 21

3.2.82 - Preparo do indculo.
O preparc do indculo era o mesmo utilizado no item
3145, sendo gque nesse caso, utilizava-se de 55 ml para inocular

e reator cuje volume ttil era de 550 mi

33 - Caracterizacio da enzima invertase produzida
por Kluyveromyces bulgaricus ATCC 180458,
334 - ProduglBo da enzima utilizada no estudo de
caracterizagio,
Para a producdc da enzima utilizada neste estudo,

usou~se um meio de cultivo com a seguinte composigio (26X
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composigao concentragiol(g/1>

melago 30,0

agun de maceragdo de milho 40,0

K_HPG 5,0
z 4

pH 3,8

3.3.2 ~ Preparc do indculo.
¢ preparc do indoule para este estudo fol o mesmo

whilizados no item 3415

4.3.24 ~ Fermentagdc em reator.

Um reator modeln M-1000 da Fermentation Design
inc, com capacidade de 1000 m}, contendo GO0 mi de meic de
cultura previamente esterilizado, era inoculade com 1% de
intculo, sende a fermentagBo mantida a 300 , =mob agitagdo e
asracho enLure 0.2 & 0,3 vwm A cobitengio da enzima era feito no
reator descrite acima, sendo utilizado o meic de oulturas do item

3.a1

3322 - Precipitacg8o da enzima com etancl.

O caldo fermentado era centrifugado a 5000 rpm por
18  minutos, a B Apés centrifugegfe dasave-as o atd wid demdia
enzimética 4o wsobrenadante, para em seguida precipitar a enzima
aom etancl

0 mobrenadante era mantido em banho de gelo sob
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agitagdo, ao mesmo tempo em que se adicionava etancl, cuja
temperatura estava em torno de -20°G, variando~se a concentragdo
do mesmo de 20% a 70% {v/v). Apds a precipitagdc, centrifugava-se
a 8000 rpm por 15 minutos a 8, smendo gque o© precipitade era em
seguida ressuspendido em solugHo  tampdo fosfatc 005 M, pH 5,2
com 2mM  de tons calcio {Galliz?. Na soclugdo obtida, era
determinada atividade enzimatica, e calculava~se O rendimento

atingido na precipitagdio.

3.3.2.3 ~Método de purificagio da enzima.

0 precipitadc obtide era dializado em tLampic e
percolado em coluna de DEAE-celulose {previamente equilibradas,
elutda com tLampBo.

Para passar a enzima através da coluna de troca
{6nica, determinou-se inialmente o© pH ideal para & retengiic da
enzima na ooluna Nesse caso foram utilizadas pequenas colunas
{valume de 4,0 miz, usando a resina PEAE~celuiose Dars
empacotamento da mesma € como eluente tampSio fosfato de s&dio
0,08 M a diferentes pH=.

Inicialmente fol det.erminada a atividade
enzimatica no composto erszimatico, sendo encontrade um valor de
s026 Ul-sg de composto enzimatioco

Foi preparada entdo uma solué&o com 0,06 g de
composto enzimaticos 10 mi de tamp®c fosfato. Dessa sohugdo
enzimatica, fol passado atpavés de uma coluna de DEAE-celulose,
equilibrada em pH 4,5, 100 pt (1,76 U1, Nas fragBes eluidas da

coluna era determinada a2 atividade enzimatica, =sendo que as
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jeituras ndo indicavam a presenga de enzima. Passou-~se em segulda
3 mi da solugBo enzimatica, de concentracio 0,018 g de composto
enzimatico 10 ml de tamp3o, totallzande 14,93 U1 retidas na
coluna. Aplicou-se ent3o 1,0 ml da solugBo 0,06 g de composto
enzimatico 10 ml de tampio, totalizando 32,49 UL Na
determinac3o da atividade nas fracBes coletadas, houve a presenca
de 0,318 UL, indicandc que a coluna conseguiu reter 32.48 UL

Aplicou~se 1 ml da solugdo enzimatica G,06 g de
composto enzimatico /10 ml de tamp3c em colunas de DEAE-celulose
eqgquilibradas em pHs 6,0 e 7,0, o queds reteram,
respectivamente, 13,850 e 10,8356 UL

Verificou~se entic que o pH jdeal para a eluigdo

da coluna era am Lorno de 4,5,

3.32.4 - Eluigiic da  enzima da  coluna de
DEAE-celulose por gradiente salino.

Para a retirada da enzima da coluna, foi utilizado
um gradiente salino. A concentracic salina utilizada foi de 1,2 M
{HaCl>, dissolvido em tampio fosfatce pH 4,8

Foram retiradas aliquotas de 2z ml e feitas
jeituras em espectrofotédmetre & 280 nm, para determinagio de
proteina, sendo usado como branco, agua dE$ti‘ladaw & comprovagio
da proteina era feita Lambém através do método de Lowry 765,

Apos retirada da enzima, desmontou-se & coluna,
para poateriormenbe secar a resina e determinar o volume, Do
sentido de fazer uma exirapolagBo para uma coluna maior.

Massa de resina = 0,817 g
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Volume aproximado = 4 mil

Sabendo-se que a coluna conseguiu  reter 82,18
11.1., temos:

32,18 UIL-0,817 g = 39,30 UL/g de rasina

Utilizamos, em =meguida, uma coluna madior ocom as
seguintes caracteristicas:

piametro = 1,5 cm

Altura = 20 cm

Volume = 35 ml

Através dos calculos afetuados, chegamos a um

valor de 280 U188 ml

3.3.25 - Estabilidade térmica da enzima.

Soluges de enzima eram preparadas em tampdo
foafato de =édic 0,058 M pH B5,2. Essas solugbes eram incubadas a
diferentes temperaturas 86 a &2+, De cada amostra incubada,
apbs atingir a referida temperatura, tomava-se & primeira amostra
considerada como  indcial cLw(> Tomou-se em sequéncia, amostras
em espagos de GLempo apropriados. Para cada amostra retirvada,
procedia-se a ansalise de agUoar redutor, através do mét.odo DNS
para determinagdoc da atividade no tempo coletado.

Os dados de atividade em relaglo ao tempo de
incubaglo para cada temperatura e considerando-se ainética de
primeira ordem, procedeu-se & determinagdc das constantes de
desativac8o Kd, graf jcando-se In{a<a ) em fungfc do tempo. Aphs
determinacBe de Kd e sendo Kd = £(I3, determinou-se A energia de

ativag@o da reagic de degradagio Ed, graficando-se estes dados na
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forma de Avrrhenius.

33.2.6 - DeterminacZo do Km & Vméx da enzima

Para esse estudo, fez-se diluiglo da enzima obtida
por precipitagBc com etanol, procurande trabalhar com uma solugio
enzimatica de atividade conhecida. A determinag8c dos parametros
foi realizada a 400 e pH igual B,2, com concentragies do
substrate sacarose variando de B mg/ml a 200 mgsmi

Peterminou-se taxas iniciais de reagio a 40°C para
cada concentraclo de substrato, retirando-se amostras de 1 ml de
4 em 3 minutos, para uma posterior dosagem de agicar redutor,
através do método DNS. Apods coletas de dados de taxas iniciais de
reagio em fungdo da concentracac do substrato, procedeu-se aos

métodos usuais de determinacio das constantes cingticas.

33.3 - Preparagio da resina DEAE-celulose.

A resiﬁa foi tratada inicialmente com NaOH 05 N
durante 2 horas e posteriormente lavada com Agua destilada até a
neutralidade. Depois foi tratada com HC! 0,5 N durante 2 horas e

iavada com agua destilada até a neutralidade.

Para o empacotamento lavou-se o material com o

tamp8c de eluigho indcial (tampBo fosfatol, para que =S Ja

atingido o equilibrio.
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334 - Determinagiio da atividade enzimatica
A determinacio da atividade enzimatica era feita
através da dosagem de aglUcares redutores, utilizando o método

DNS, como descorito anteriormente, no item 331204,

335 - DeterminagBio de proteins.

Para determinacio de proteina foi utilizade o
método de Lowry {765, mendo as leituras realizadas em
espectrofotédmetro a 660 nm. Também para analizse de proteina foi
necessario fazer ums curva padrdc, sendo utiizade a proteina

aibumina bovina,
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IV ~ RESULTADOS E DISCUSSZQC.
41 - Determinacéc  da taxa  especilica de
cresciment.e do microrganismo

A necessidade de determinar a taxa especifica de
crescimento do microrganismo, deve-se ao fato de postericormente
trahalharmos com processo continuo, o que nos permitiria fazer
uma analise a respeito da comparagio da taxa especifica de
erescimento e a taxa de diluiglo utilizada ne processo.

Através do experimento desorito i item
%1.8, determinou-se a Laxa especifica de crescimentc para o
microrzanismo.

tilizando~ge dos dados contidos na TARELA 44, e
plotando logaritmo da concentragdo oelular em fung&c do tLempo
abtém-me a velocldade especifica de gsrescimento DATa o
microrganismo em estudo, onde se obtave o valor u = 0231 b

para um coeficiente de correlagioc de 0.99L

TABELA 4.1 Evolugdo do crescimento celular de Kluyveromyces

bulgaricus ATCC 16045 para determinag8c da taxa de

grescimento.

Tempalh? Massa secal(gsl> I (=
i 3,908 3,827
z 5,24 1,85
£ &, 50 1,88
4 7,49 1,97
= .78 2,28
& 18,96 2,59
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42 ~ ProdugSc da enzima invertase através de
fermentacic em processc batelada.
4241 =~ Produgiio da enzima por progesso de
batelada simples.
Inicialmente foi realizada uma fermentagBo em
patelada simples a fim de se estabelecer parametros de comparagfo
para os demais experimentos. Os resultados obtidos =3o mostrados

na TABELA 4.2 e FIGURA 4.1,

TABELA 4.2 Fermentag8c em batelada simples, wutilizando meio de
cultura Mz, temperatura 30°C e aeragio de 0,2 a 0,3

VYm .

Tempoihd pH Massa secalegsld ARTLg~ 1> Atv(U.I/mi>
o .0 B, &8 £ .28 - - B 4 , A K
1,0 8,72 1,384 22,95 1,49
2.0 2,73 1,70 214,58 1,24
6.0 4,73 3,98 ip, %0 £, %3
5,0 53,74 [ 2 - § td, 45 i, 8
&, 0 3,70 8,00 5,17 o, o1
7,0 ®,72 8,94 2,08 2,22
7, B0 8,77 8,94 2,47 z, 54
4,0 & , 2% o,08 1,808 &, 14
Z24G,0 4,07 o, 22 i,906 G, 44
28,0 4 , w8 [- - R ] 1,88 &, 7
B3O, 0 4 08 5, Do i,9P &, B9
H4, 80 4 , 53 o, ah 2,47 FL.EE
&m0 5,03 e, 08 [ - B ] &, 17
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FIGURA 4.4 FermentagBc em batelada simples, melo Mz pH = 380 e

temperatura de 30°C e asragic de 0,2 a 0,3 vem

Pode-se observar que o gconsuma de substratoe fol
rapido, atingindo piveis minimos ac redor de B0 hopras  de
fermentacgdo. O crescimento celular se deu praticamente até B
horas e a atividade enzimatica cresceu durante todo o

experimento, O pH manteve-se aproximadamente constante até &
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sétima hora subindo ent3o  gradativamente até atingir 502 no

final da fermentagdo.

4.2.2 -~ Fermentagiic em batelada alimernt.ada.

Foi realizado experimento em batelada alimentads,
utilizando uma solucSc de sacarose a 240,0 g/l como substrato.

A alimentagSo nesse caso fol desde o inicio do

provesso (TABELA 4.3 o FIGURA 42>,

TABELA 4.3 Fermentac8oc em batelada alimentada com solugdo
desacarose 240,00 g~ desde o iniclo, v azio

10,0 mish.

Tempoih> pE Massa secafgsll ART(g 1>  Atv{U. I/ mi>
0.0 5,44 i,14 Z2%,55 1,19
1,0 B, A% 2,44 zn, o4 4,000
2.0 3,48 1,42 zg, 58 1,08
3,0 9,67 1,92 21,44 0,54
4,3 3,40 2,26 a3, 61 &, o4
5,0 2,45 4,51 34,70 1,82
.45 3,30 s, 74 2,02 1,44
7.0 a,Bs B, 87 12,87 1,74
7,80 %, 80 o, B0 18,48 Z, 48

24,0 a, o0 8,87 2,47 0,48
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FIGURA 4.2 Fermentagds em batelada, almentada com sgolugdo de
sacarose na concentraclc de 240,0 gt vazdBo de 10,0
bt

Esperava-se com a alime ntacdo, que ogorresse  um
aumento na atividade enzimatioa, porém houve uma diminuic@oc da
atividade, embora Ooorresse 195151 aumernto na TNRESEA Sreca.
Provavelmente este falo deveu-se ao fendmenoc de inibicio da
produgdo de enzima, devido mo actGmulo de substrato no meioc de

fermentagho. Yerfica-se também atraves da TABELA 43 e FIGURA 4.2
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gque o pH praticamente n3oc sofreu grandes alteragles.

Comparando com os dados da fermentagic por
batelada simples, observa-se gque ao redor de 8.0  horas,
praticamente o aghcar havia se esgotado,engquanto gque para este
experimento, na mesma hora de fermentagio o acamulo de aghecar no
meio era bem alto. Este fato levou a se diminuir a vazio de
alimentacio de solugioc de sacarose para 3.0 mish, tentando assim
evitar que houvesse acGmulo de substratc no meio Ao realizar a
fermentacSo em batelada simples, verificou-se gue o© declinio de
agacar no meic ocorria a partir da sexta hora de f ermantagdo.
Resolveu-se entSo alimentar com substrato, na vazdo escoihida, a
partir dessa hora

Os dados obtidos encontram-se na TABELA 44 e na
FIGURA 4.3, Pode-se observar que a produgio da enzima fol mals
rapida e eficiente, atingindo ©24 Ul/ml, enquantc que na
fermentagso am batelada simples chtive~ge 604 I/ ml
Pode-me notar igualmente gque no final da fermentacgic, houve um
pegqueno declinio na atividade enzimatica, devido a possivel

desnaturacic da enzima.
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TABELA 4.4 Fermentag8o com alimentagBic de solugio de sacarcse
240 ,0 gol, vaz8c = 3,0 ml/h a partir da sexta hora.

Tempoihd pH Massa secadg/ 1> ARTC g 1) Atv(U. I ml>
Q.0 83,54 1,08 z3, 09 O, o
1.0 4,58 1,26 28,87 ©,38
z,0 a4, 5% 2, %o 28 .80 o, 80
2,0 2,%6 z,00 22,34 o, S0
5. 0 8,55 4,80 $T,2% G, 80
[0 4 5,52 g,081 8, GO 1,40
7.0 a,=2z 7,04 1,75 4,29
7,40 a.5% 8,00 1,53 4,84

12,00 a,78 8, 0% 4,87 7.2y
23, 80 2, 7% 8, 65 1,80 ¢, 24
2%, 00 3,72 B, 55 1,64 e, z0
2,00 8,78 8., %4 i, o7 -, 4%
27,00 8,068 8,00 $,87% e, 72
46, 20 5,414 7,09 8,54 8,37
S, GO 2,42 VL0 V,85 A9
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FIGURA 4.3 Experimento em batelada alimentada, concentragio de
sacarose 240,00 gosl, vazic = 3,0 mbh, alimentagdo &
partir da sexta hora.

Realizou~se em sSeguida um novo experimento, mas

alimentands o reator a partir da 5,4 h até a trigésima hora Os
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resultados encontram-se reunidos na TABELA 495 e FIGURA 4.4,

Verifica~se que o pH manteve-se praticamente
constante durante todo o experimento. A partir do inicico da
alimentagdc com solug3o de sacarose 240,0 z-1, houve um aumento
wignificativo el atividades enzimatioa aLe 24,0 horas de
fermentagic e depols nSo ocorreu alteragSo significativa, mesmo
com o final da alimentagso.

Os agicares foram consumidos nas primeiras horas
de fermentacic e mesmo CoOm a alimentagic da scluglo de sacarose,
os niveis mantiveram-se baiwos. O crescimento da massa Seca
mostrou-se concordante com o aumento da atividade enzimatica até

36,0 h de fermentagSo, entdo houve uma diminuicBo da massa seca

TABELA 4.5 Fermentagio c<om alimentaciic de sacarose 240 ,0
gerl, vaz8o de 3,0 mi/h , com inf{cic a partir do
tempo 5,40 h e término 30,0 h.

Tempoh> pH Massa secatgsld ARTC(g 1> Atv(U. 1/ ml>
o, 0 2.52 £,14 ze.24 0,87
£,0 8.5 £,2% 25,88 o,05
2,0 3,52 1,54 22, 0% Q.98
2,40 3,52 1,07 Z1,00 1.10
4,40 8,54 3, 94 i%, g Q.78
5,00 8,48 5,25 &,?7 0,67
=, 40 2,44 G, Gh 2,88 4,51
7,00 8,47 7L OF 1,87 B.i0
.25 B, 47 7, R4 1,94 5,514

28,00 8,056 v, o £,9n ?.81
24,40 9,055 7 . el 1,75 8,52
215, O 8,67 7,87 4,77 6,47
8G, 00 2,67 v, BT i, 70 8,98
2i,00 3,063 7 .64 1,78 B,Z2G
B, 00 3,87 7,84 z.,04 8,54
47,00 3,73 7,02 1,89 B,.50
S0, 00 a,7z2 &, 24 4,89 8,50
57,00 8,70 5,80 2,94 8,80
55, 00 8,85 4,40 4,05 a,81
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Figura 4.4 Experimento em batelada alimentada, concentracac de
sacarose 240,0 g7, vazBo de 30 mlosh, com inicioe de
alimentac3e a partir de 5,40 h e térming 30,0 h,

Com os resultados satisfatérios obtidox,

decidiu~ze substituir a sacarose da alimentagSo por melago. Os
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raesult.ados deste experdmente estBc reunidoa na TABRELA 44 e
FIGURA 45,

Através de calculos chegour-se a uma concentragio
de 850,060 g1, a qual correspondia aos 240,0 z/1 de acgucar que

estava sendo utilizado.

TABELA 4.6 Fermentagdio com alimentag®o de melago com concentracio
380,00 g1, vazdo = 3,0 wml-slh, inicio da alimentag8o
na sexta hora e términe na trigé=sima hora.

Tempolhl pH _ Massa secal(g-1l2 ART (g Y5 AtvCl.I/ml>
o,0 g.068 1,006 £ 4.5 o, 50
1,0 % ,78 1,24 2O, B2 O, O%
2.0 2,74 1.8 2,87 g, 70
9.G 5,72 2.4B iR,74 0, a8
4.0 8,75 3,40 16,78 o, 6%
5,0 3,72 5,143 10,5 &, A7
5.0 3,78 7.30 8,350 0,82
7.0 B,73 7.4 2.,.8¢ 8.,.04
B, 5,78 8.23 Z.42 3, 6%

i4,0 3,948 8,51 2,585 4 .42
i8,0 4,08 B,7& z,57 % .08
22,053 4,47 .08 2,48 s, 45
24.40 4,21 e, 04 3,20 G, 4D
2G, 30 4 22 2,08 2,459 [ § -4
B, 0 4,25 2,048 85, 7% G, 48
2,0 4,20 ©,.0n 8,v2 o, 40
Bd4d. 1O 4. 77 », 22 “ , 1 8 [- 2 &
4 F. 20 4 . F 14,00 F, o8 A, .81
&, 120 4. 71 12. 48 8,460 2,03
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FIGURA 4.5 Esperimento em batelada alimentada, substratc melago
as0,0 gD, vazidio = 3,0 mls/h, inicio da  alimentagdo
na sexta hora ¢ término na trigésima hora.
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A atividade enzimatica final obtida nesta
fermentacdo fol similar ac experimentc anterior com alimentagdo de
sacarose pura. Por ourtro ladeo os valores de masss seca Liveram
um  aumento consideravel. Os  aglcares foram  consumidos e
mantiveram-se a niveis congtantes e baixes, mesmo com a
alimentacio de melage. ¢ pH nSo apresentou variacBo significativa
nas amostras consideradas.

A TABELA 4.7 e FIGURA 4.6 reunem o5 dados obiidos
em fermentacio com alimentagdico a partir da segunda hora. Neste
cazme a concentracdio inicial de substrate no melio descrito no
item 3.16 foi de 3,0 g1 para evitar acomulc.

Essa mudanca visava uma diminuig8c do tempo de
fermentacio, ou sejs, atingir uma maior atividade enzimatica em

um periode de tempo menor, mantende o8 niveis de agGeares baixos.

TABELA 4.7 Fermentacfo em batelada alimentada, concentragio de
melago 350,0 g1, vaz o = 3,0 mi h, inicio
da alimentacio na segunda hora e término no final
do experimento.

Tempaodih? pH Massa secalgsld ART{z 13> AtviU. I mld>
G, o 2.98 O, S0 4. 4% o,4%
1.0 % .42 1,49 4,01 @, a0
z,0 3,0% 1,568 8, 84 o, 50
5,85 3 .52 2,70 2,84 o, G
4,8% 8,55 8,55 i, B z, 70
5,35 8,062 ‘.20 1,%4 %,08

5% 2 ,B7v [ - 1, % L= o Y o]
za, 00 d,i4 7,04 2.07 P,48
24.05 4,14 7, 54 2,82 .52
z2m.,.0% 4.4 8,08 2,112 ©,67
26,05 4,17 8,28 2,48 o, 54
27 .,8% 4,19 8,23 2,23 .75
2,08 %, 4% @,857 2,81 o, 50
A, 85 4,23 8,51 Z,86 >, 8
B5,3% 4 .31 o, G4 2,067 2,01
45,005 4,65 id, 18 3, B2 8,00
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FIGURA 4.4 Experimento em batelada alime ntada, oconcentragio
de melace 350,0 g1, vazic =30 mish, inicio  da
alimentaciic na segunda hora e términc no final do
experiment.o.
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Analisando os dados, pode~se notar que houve
efetivamente uma diminuic@o do tempo de fermentagBo, se comparado
com o5 experimentos anteriores, visto a atividade epzimatica ter
atingido um maximo praticamente apds 10 horas de fermentagio.

Nas fermentacBes antericres, a atividade atingiu o
seu pico em tempos posteriores a 10 horas, O significado pratico
deste resultado & um aumento na produtividade, embora a atividade
final seja préxima as anteriores.

Interessante notar que oS nivels de agucares
dedutor mantiveram-se baixos durante todo experimento, sSem
ooorréncia de acdmulo. No entanto, este fato nBo contribuiu para
o aumento da atividade enzimé&tica

A seguir, foi realizade uma fermentagdo  com
alimentacdo até 26,0 horas, a fim de se estudar o comportamento

dz produgBo da enzima apos ¢ término da alimentagdo.

TABELA 4.8 Experimento em batelada alimentada, concentragioc
de melago 350,0 gsl, vaz8o w 3,0 mlsh, inicio da
aliment agio na segundahora e termine na vigésima
gexta hora.

Tempoihd pH Massa secalgs/12 ARTCg <13 Atv(U. 1 ml>
0. 3, 48 0. 80 4. 1P 0,2%
1,0 8,44 ©,57 a,85 o, 80
z,0 3,54 0,85 8,4+53 o, 80
3,0 B, 47 £.85 2,mo C,. 2%
4,0 8,54 2.38 5,88 o, 30
5,0 3,57 B,s2 1,74 0,75
o, ) 53,57 5,88 4 , 47 3,.4%
¥,.12 3,74 4, 07 4,80 7,20

3,0 4,08 -3 i,80 10, 00
z4 .30 4,07 7,38 2,42 14,18
248,00 4, D8 7,52 z,08 10,80
z7,30 4,08 7,52 2,49 14,00
zo, 00 4,47 7,82 2,45 1o, PO
31,00 4,58 7,94 2,28 10,895
35,15 4,55 10,78 zZ,.%1 11,95
48, 30 4, 6B 10,80 Z.,40 22,45
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A pH ¢ Mossg seco lg/t)
£ ART g/t % Rividade (LI /mi}

O

Atividode (L. 1. /mi)}
Massa secus (g/i)

pH
ART (g /1)

el 20 30 40 85
Tempo {h)

FIGURA 4.7 Fermentagfo em batelada alimentada, concentragéc de
melago 350,00 gs1, vaz@o = 3,0 mlsh, inicio da
alimentac3o na segunda hora e término na vigésima
mexta hora.
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Pa TABELA 48 e FIGURA 4.7, verifica-se um pequeno
acréscimo na atividade enzimatica, se comparada com a fermentagio
anterior, 12 UL/ ml neste caso contra 10 i mi no caso
anterior?. As outras variavels nao sofreram alteragtes
significativas.

Numa etapa seguinte aumentou-se a concentragio de
melaco em 28 %, visto que com a concentragBo anterior (350,0 g-1>
o= niveis de aglcares redutores mantiveram-se baixos, indicando o
total consumoc destes, e talvez uma limitag8c por falta de

substrato

TABELA 4.9 FermentacBo em batelada alimentada, concentragio de
melacge 440,00 g/1, yvazdc = 3,0 mlsh, inicio da
alimentagdo na segunda hora até final do experimento.

Tempol{h? pH Massa secalgsl? ARTC g 1> Atvd(l. I -ml>
o,0 3,54 o, 71 %,17 o, 70
1.0 3,52 C.8%5 4,70 0,75
z.,0 8,55 1,43 i, 24 o, B0
8.0 2,57 t, 68 4,10 O, e
4,890 3,59 3,05 2,009 1,85
&, 00 2,57 4,34 1,69 72.95
8,50 8,89 5,86 t,78 14,00

23,00 £ , 21 8g,.%s E,H0 12,80
24,00 4.18 B, o5 z, 50 19,85
26,00 &, 17 8, S5 2,70 12,45
27,00 4,18 o, S5 2,84 12,05
2,00 4,17 8,72 2,78 13,85
0,00 4,19 8,79 2,96 18,65
82,00 4,416 B,7% 83,04 18,7%
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A pH O Mosso seco igdt)
& ART {g/1} B Atividode {(UI/ml)
f e (2
:,._, ‘E & i) e
2T A o
L
T 2 -
£ & b 1
Zie
@ \=
o R
= Py
54 54 ol ]
]
S | £ bt fi— i)
F 4
- oy it
el O O 1 T ] T
o o o 7 14 2t 8 35
Tampo {n}
FIGURA 4.8 Experimentc em hatelada alimentada,;concentragio

de melago 440,0 g, vaz8c = 3,0 wmlrsh, inicio da
alimentagio da msegunda hora ateé final da fermentacio.
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Observa-ze na FIGURA 48 que a atividade coresceu
rapidamente até a oitava bhora, atinginde 14,0 Ul ml, e a pariir
de entic houve pequeno acréscimo até o final da fermentacgdo.
Embora tenha ocorride uma melhora em relagSo ao experimento
anterior, esta ndo fol muito significativa,

Pode-se notar, por outre lado, gue a mador
produciic da enzima se d4 na fase de crescimento rapido do
microrgantsme,

A fase exponencial de crescimentoe mostrou-se
portanto a fase principal de produgio da enzima Assim sendo,
projongando-se ao maésdmoe esta fase € possivel obter-se mator
produgio de enzima. Neste sentido, ldealizou-me a experiéncia,
onde o substrato & alimentado em forma exponencial, acompardando
o crescimento, n3o permitindo no entanto o actmuleo indese jdvel do
substrato.

Para se obter alimentacio exponencial, caloulamos o© 2 consumo
aproximade de substrato através dos dados da fermentagSo em
batelada simples <TABELA 4.2

bas esquaglBes:

q,;‘ 1% dhodu 4,12

g o= 1.u dusdt {4 2%

dSAdt = 1.y dx gt {4 3%

®.A 8

® w5 e"& 4.4
o

t.ira-se

P u/y'”s oy seja (4.5

it
dS/dt = q_x = ,u/yxf$x - ;.z,/}fx/sxﬁe (4.6

come ¢ crescimento esta na fase exponencial
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B €4.75
tem-se entio

dS/dt = 1.y eHmant €4.8>

% 88 méx
e a vaz80 no tempo gengrico & =sera
Q, = dS/dtltvt cd 9
onde Vt =z vt*i + Qt-i* AWt é 0 volume do reator no
tempe t e L%t = 1 hora
Da fermentagido em batelada simples, temos:
= 0.38 K1
H o ’
X, = 1.0 g7/} dmassa seca iniciall
v x 0.80 {rendimento em massa celular do
processoe 2
t. = tempo de fermentagdc (horasl
Como o inicio da alimentacdo se dara na segunda
hora de experimento, temos t = 0 para as duas primeiras
horag . Gonsiderands um tempo de fermentagsfio de 13 horas, 2
alimentacio sera reduzida a pariir de 11 horas.

Com o auxilioco de uma bomba peristaltica, wvaria-se

a vazdo de alimentac8o com melagoe, de acorda com a TABELA 4.10.
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TABELA 4.10 VazSc de alimentagfo de melage em fungic do tempo,
na alimentacdo.

Tempolh2 Vazdciml hd
0,0 e
1.0 -
2,0 1.4
2.0 1,0
%*.,0 2,4
5,0 8,5
o, 0 5,4
7,0 R
a.o 10,
2,0 15,9

10,0 23,30
11,9 Z. 4
ARG e
> Sk

F

Os resultados obtidos se encontram na TABELA 4.11

e FIGURA 4.9

TABELA 4.11 Fermentagfo com alimentagdo exponencial, com
concentragdo de melago 440,0 g1, inicio da
alimentag8e na segunda hora e término na
décima segunda hora.

Tempoih pH Massa secalg/1D ART g 13 At{U_ I ml>
0,0 B, &4 1,00 2,97 0,55
1.0 8, oS4 1,006 4.80 0.5
.o 8, a9 £,23 % , 5O 0,50
3,0 %, &4 1,58 i, 44 0,68
4,0 #, G8 2,27 1,78 o, H0
5,0 %, 58 2,55 i,70 7,40
5,0 2, a7 4.04 4,48 8,00
7,0 8,74 5,2% 2,48 6,71
8,0 %.885 5, 45 1,80 e, prs
P,0 8,08 ?, O 2,08 10,47

i0, 0 4,09 8,54 2,48 i0,.%6
14,0 4,04 o, 54 2,97 10, 70
12,0 4,05 16, B0 2,066 10,70
19, 4,18 10, G4 2, 866 10,82
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& pH 0 Massa seca {g/)
0O ART (g/1) M Atividode {U.1./mi}

Ex
e
> |28
r =
o~ 'g g
<X
18
aﬁ
5 5]
o o
o} 8
Tempo {h)
FIgiRA 4.9 Experimento Gom alimentagic exponencial, com

concentragio de melago 440,00 g-l, inicio na segunda
hora e término na décima segunda hora.
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Yerifica~-se que houve efetivamente um crescimento
constante da blomassa até o final do processo, acompanhada do
aumento da atividade enzimaiica até aproximadamente 10 horas de
fermentagio, quande ent8o esta me estabilizou A concentragdoc de
substrato Flutuou levemente mantendo-se a nivels baixos,
mostrande gque ndc houve excesso de alimentac@o. No entanto nSo

ochzervou-se uma melhora significativa na produgiio da enwima.

43 ~ Estudo da produgdo da enzima invertase em

reator continue dupleo estagio.

Emboara tenha sHe conseguido uma malhora
consideravel na produgic de enzima, nos experimentos em batelada,
assumiv-se que esta ainda ndo era satisfatéria Julgou-se entao
conveniente partir para wm novo procedimento de fermentagdo.
Decidinse entio pela fermentagdo continua, onde ¢ multo mais
fa&cil manter o substrato em baixas concentragBes sem limitar a
produtividade esou rendimento come ocorre na fermentagio em
batelada Adicionalmente decidiu-se trabalhar com  reator duplo
estagio {(desarito no item 3430 e FIGURA 342, com dupla
alimentagBoc de substrato, que & um tipo de reator que favorece &

produtividade guando fenfSmenos de inibigdo estlo presentes.

Nestes experimentos varicu-se a oconcentragdo do

substrate (30,0, 60,0, 20,0 e 140, g-/1> ¢ a taxa de diluigdo.
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431 - Experimento utilizando concentraciio de

melago 30, gsL

Analizando-se os dados da TABELA 413 e FIGURA
440 pode-se verificar que ocorre um aument.c da atividade
enzimatica, assim como da concentraglo celular, para taxas de
diiuigio (D) crescente até D= 0,168 ht e D= 0,325 h Y, sendo
que para valores maiores que eslas taxas verfica-se um decréscimo
{Lante da atividade enzimatica, como da massa celular,

A evolugSc do agtcar redutor total no melo pode
ser verificado através da FIGURA 4.1, onde nota-se que para
balxas taxas de diluicBc este praticamente permanece inalterado;
tendendo a um ligeiro acréscime em taxa de diluigdo maior, quando
a atividade e massa meca sofrem decréscimo.

A produtividade mostrada na FIGURA 4.11, manteve
um crescimento constante, tendende a atingir um valor maximo de
5,30 Ul mih, para B préximo a 0,325 no

Analizando €2 rendmento 271 FIGURA 442,
varifica~se gque este aumenta até Dzu 3,279 h-i, decrescenda em

seguida a2 medida que 2 taxa de diluigio aument.a.
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TABELA 4.12 Fermentagdc sm reator duplo estégic utilizando
concentragic de melage 30,0 gl

TAXA DE DHUICRD

Reator Jazaotml h !l DOA/RY HL8.0970) ) ART(R/1Y Ladw il /m]) [Prili]/ml bl YU, I/7g0RT)
1 56,14 2,893 A, 373 # 88 27,3
2 152,28 #4184 3,27 9,84 28,3 2,68 1054, 57
i 28,66 @,144 £, 08 B84 a8, 2
Z 172,32 a,279 3,17 A, 85 4. 4 4,42 2813, 24
1 160,04 €, 168 3,84 8,85 25,1
2 201,58 @225 4,358 @, 84 3.8 5,38 174%,¢%
i 125,68 B, 209 2,58 @, 85 28,6
z 29t 58 8,485 3,48 8,48 22,3 4,84 1257,8
] 143,88 g, 238 3,41 f,492 i5.3
2 286,88 @, 401 3,9 8,3 16,2 3,68 385, 6
= &0 ml v = 20 ml
roatori resior?
40,0 4
0.0 4 6,0
E s
s [
) g
i
§ 200 4 o 4,01
& o
2 3
=T
10,0 4 2,01
A ojd e:a Byin-iy
e dg c{e B {n-1]

FIGURA 4.10 Atividade enzimatica e massa seca em fungdc da
taxa de diluigdo.
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Produividade (U1 . /mih)}

1

Agictr redutor total{g/)

T T

o1 0.2 Duth ™y

G 13 L3
o o4 Baint)

Taxe de diluigho (A7)

FIGURA 4.11 Produtividade e agiicar redutor total em fungSo da
taxa de diluigsdo.
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Rendimento (U1 7/g. ART}

28O0

20004

§ BO0

R0

B

& Rendimente (U.I./g ART)

]

1 ¥ 1

2 A 2 3 4 i-]

Taxa e difuigdo {170}

FIGURA 4.12 Rendimento em fungio da taxa de diludo&e.
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432 =~ Experimento utilizande concentragdo de
melago 60,0 g7l

Os resultados apresentados na TABELA 4.4 e FIGURA
443, indicam que para valores de D= 0,13 e D= 0,28 h ' temos
alta atividade enzimatica 4108 e 42,0 Ulsmi>, malor em relagio
an experimento com  concentragic de melago 30,0 g1, e guatro
vezes malor em relagdco ac processo em batelada alimentada. A
concentracdc celular tem um pegqueno aumento para taxas de
diluicBo baixas, caindo em seguida, a wmedida gque se aumenta a
vazado.

Pode~ze observar ainda guoe A& medida gue se auments
a taxa de diluigBe , verifica-se uma queda acentuada em relacgidc a
atividade, © gque indica ocorréncia de algum tipo de inibigSo na
produglSo da enzima pelo excesso de substrato (FIGURA 14 ), sendo
que istc ndo & observade a nivel de crescimento do micreorganismo,

pois a diminuic8o na massa geca ndo é significativa.

A produtividade analisada através da TABELA 414 e
FIGURA 4.14, alcanga um valor de 5,21 Ui/mlh e mantém se neste
valor (I}zw G,4 h *> para em seguida ter oum decrdsmaimo muito

rapido com o aumento da taxa de diluigSo.
O rendimentoc viste através da FIGURA 4.15, mostra
um declinde rapide a medida que a vazBo de alimentagBo aumenta,

sendoe que o valor mais alto de rendimento é alcangado para a mais

bhaixa vazio 121,30 ml hi.



ATIVIDADE (UT /miL }

TABELA 4.14 FermentacBo utilizando concentragfo de melago

60,0 g1
Reatar azasinlAad] RO/ BLS. e/ | ARTCRAD) 8PS UI/mly [Frdliiiniby | 94U, 1/708RT)
i 68,65 8,43 3.87 £,85 41,98
2 121,38 B, 23 4,28 1,79 42,48 5,48 1538,43
i 50, B 8,19 4,58 1,89 27,68
pd it ez 8,34 4,208 1,68 28,50 %24 824,44
i 146,63 7,25 4,50 1,37 28,28
2 233,38 @, 44 3,e8 1,37 21,98 4,45 786, %3
i 122,30 #, 46 3,78 1,49 1%, 88
2 24%, 8@ 8,46 3,68 2,83 18,78 4,63 RE8, 74
1 147,58 @, 32 3,48 3,65 %, 8%
i 295, 88 #,535 1,48 .78 .73 #,%1 73,96
v = 440 mi Y = 530 ml
realory reraford
&3
20
S
20 4 345}
3
#
B
16 520
=
~-—-—£} T
0.4
o

6,2 0O,4 Dp {h-1)
TAXA DE DILUIGAG

FIGHRA 4.13 Atividade enzimatica e massa seca em funcio da
t.axa de diluigdo.
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Produfividade {851 7ol b}

2 ART
.,y
=]
— & ART
bt
&
84 .
0
E
=
1 E 4
a4 %4
[
3
3 2
W
<t
2 2
1»-
T—y] " 1
0.1 oz D¢ v h
] ; ' i
0.2 0.4 Dath™' ]

Taxo de dilvigio (h')

FIGURA 4.14 Produtividade e aglcar redutor total em fungdo da

taxa de diluicdo.
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Rendimento {U. T4 ART)

2000

T

1200

O Hendimento {U.I. /g ART)

FIGURA 4.18 Rendimento em fungio da tasa de dilulgio.

T ¥
2 3

Taxs de dituiglo (1/70)
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433 -~ Experimento utilizando concentragio de
melago 90,0 g1

Para essa concentragdo pode-se verificar que a
atividade ¢ maxima (39,87 e 35,66 Ul /ml>, para taxas de diluigdo
baixas <D =0,43 e D= 0,23 h '3, declinemdo & medida que se
aumenta a vaz3doc de alimentagio.

A concentrac8oc celular tem um ligeiro aumento até
D= 0,19 n' e D= 0,33 h * para em segulda =ofrer um decréscime
{TABELA 418 e FIGURA 414> O agicar redutor total mantém-ge
praticamente constante até ]}18 0,258 h e Dzﬂ 4,43 b 2 para  eom
seguida sofrer um rapido acdimulc no melo (FIGURA 4473

A  produtividade vista na FIGURA 417 & alta 4,9
Ui mlh> para vazBes baixas e o rerndimento mostrado na FPIGURA
4,18 alcanga valor alto (616,32 UIl/gART), para vazlies baixas,
sendo gque ambos caem rapidamente, & medida que se aumenta a vazio

de alimentagdo.

TABELA 4.15 FermentacghBo utilizando conceniragio de melago

°o0,0 g1
Reatar Hazaoiml 7hd ] D{sAh3 ] B.6, {a/b0 L ARTCRAID HAtv (Ui mb) 1Fp{liinii Yol 1/gaRTD

i 25 2,13 7.8 1,89 35,68

g $22 &, i3 9,é 5,84 29,87 4,% 66,38

b &7 @, 5% 8,3 £, 88 18,83

z 174 B, 33 5.8 2,18 21,55 iLE 334,62

i 115 8,25 4,8 K]S i1,2z

2 230 @, 42 3.7 2,23 14,38 146 83,8

% 1z@ B, Z¢ R 26,42 4,2

é 248 &, 4% X4 7.8 7,4 i:% $59.72

i f48 &, 38 3.4 17,87 2,3

a 288 8,53 3.4 18,14 4.4 $.4 184,32

reators = 4460 ml yecztorz = mEaty mb
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BTIVIDADE

ATV
% ,0 4
3,0 4
2,049 8,04
=
L
o
s
B
104, 401
9
)
=
) "
0,1 .2 Py ib-1)
4 v " r
0,2 a3 0,4 Dpih- 1)

TAXA DE DILUiCAD

FIGURA 4.18 Atdvidade enzimética ¢ massa seca em fung3o da
taota de diluig3o.
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Produtividode {1LI. /mih}

-
Agdoar radutor totai {g/7 1}

3«
2 - 49
§ o
s Ct ¥ U :
o G2 Dy {n1
Q L] 1 -1
oz o4 O,th )

Texa de diluiggo {0

FIGURA 4147 Produtividade e agGoar redutor total em fungdo da
taxz de diluigHo,
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Rendimants (1L.1./7¢ ART)

0O0

O Rendimento {U.I /g ART)
BT
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A0

o
2
]
o H H 1 ¥ T
& A 2 3 4 5 .6

Toxg de diluigdo {/h)

FIGURA 4.18 Rendimento em fungiic da taxa de diluigSo.
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43.4 - Experimento utilizendc concentragiio de
melaco 140,0 g-1,

Nessa concentragfoc de substrate, nota-se que a
atividade enzimética ¢é alta em vazBes balxes, decrescends a
medida gque e aumenta a vazSo (TABELA 4.16 e FIOURA 4.19)

Verifica-se também dque 4 medida que a atlividade
enzimatica decresce, ocorre um actmulo de agicar no meio (TABELA
4446 & FIGURA 4203

A produtividade alcanga um valor de 3,98 Ul/mlh,
para uma taxa de diluigdc de 0,193 h-'i, decrescends em megulda, &
medida que o actmulc de agGcar no melio aumenta (FIGURA 4.202,

Observa-se através da FIQURA 421, gque o mator
rendimento obtido nesse experimento fol para uma taxa de diluigdo
de 0,193 h .

Apbs andlises das figuras e tabelas, pode-se
observar que a concentragio onde se obteve maior produtividade

e melhor rendimentoe fol de 30,0 g1
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TABELA 4.15 Fermentaglio utilizando concentragdo de melago

140,06 g1
Reater Vazasimishyi DOAZR G H.8,Ca /1] aRTOR/ 1M AL I/mIIPrddl/mlio t YOU. 1/79RRT:
i 59, %0 @, 83 ii.14 1,04 38,867
2 149,98 8,132 18,85 1.83 32,47 3,98 362,24
i 181,18 2,168 5:62 14,48 14,84
g 8L, i 8,328 ie,78 £8,43 6,44 2,3 231,58
i 184,83 8,174 9,27 39,88 12,54
2 284,78 a,318 i@, 68 26,16 14,4¢ 3,8 218,24
i 125,88 B, 288 §,38 31,48 g, 86
2 256,88 2,482 4,20 38,52 3,38 2,3 145,87
v = 40 wmi LY = 530 ml
reactort raaizorz
30 124

- -~

3 B

s |z

o

To2n - ggs,o

i 2

>

3

04 ap
O ' '
0,1 (/% By £ h-%)
9 L L
0,2 o8 By {h-1)

TAXA DE  DILUIGAD

FIGURA 4.19 Atividade enzimatica & massa seda em fungio da
taxa de diluigSo.
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Toxc de dituiglo (W)

FIGURA 4.20 Produtividade e agicar redoutor total em fungéoe da
taxa de diluigSo.
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o Rendimento (U.T./¢ ART)

FIGURA 4.21 Rendimentoc em fungio da tLaxa de diludcde.
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4.88 - Comparagdc do efeito da concentragio do

substrato na producdo da enzima.

GCom objetive de se  analisar o efeito da
concentragiio do substrato na produgfio da enzima, em reator
contimio duplo estégio, reunju-se em graficos, a atividade
enzimatica, a produtividade e o rendimento em fungic da taxa de
diluigEo.

Analisando~se as FIGURAS 4.22, 423 e 424 pode-se
observar que a medida que se aumenta a concentracio do substrato,
tem—~se um decréscimo na atividade e rendimento, e que esltes
decrescem A medida que se aumenta a taxa de diluigho, para uma
mesma concentraclc de substrato.

FEm termos de rendimento e produtividade o processo
& mais fFavorecido para a concentragdo de 30,0 g1, entre todos
estudados. Obteve-se wum rendimento méaximo de 1749.6 Ul e Art e
uma produtividade maxima de 5,30 Hl/mdh para ovma taxa de

diluigdc de aproximadamente 0,3 hmi.
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Atividads (U.I./mi}

A Concentragle 30¢g/1 — — w0 Comcenfragde 90 g/l
0 Concentragdo 600G/ 1w« wwe @ Concentrogdo 140¢/H — 0 e
§0
B
el
0
e i L L] H 1
O .1 .2 3 4 B &

Taxg de diluigdo (1/h)

FIGURA 4.22 Fermentagio em reator continuc duplo estaglo,
atividade em fungBo da taxa de diluigdo.
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& Concentragde 30g/A e —— —— O Concerfracdo 20 g/l
3 Concentrocdn SO QA e . — . B Corcentragde 40¢/1 — . . —
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o i .2 L3 .4 5
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FIGURA 4.23 Fermentaglo em reator continuo duplo sstagio,
produtividade em fungdo da taxa de diluigio.
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FIGURA 4.24 Fermentacgioc em reator continue duple estagio,
rendimento em Yungioc da taxa de diluigSo.
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4.4 - FermentagBc em reator continuo com células
imobilizadas.

4.4 ~ Estudo do comportamentas do reator.

Apbs a montagem do reator, conforme FIGURA
35, procurou-se verificar se¢ o sgistema se comportave como um
reator de miztura Para tal, usou-sge o procedimento de passar um
tragador no sistema, em forma de degrau, conforme item 34458,
que consistia de uma solucio de sacarose 10 ¥ .

Oz resultados de anélise s 1a] produt.o sEo

apresentados na TABELA 4.16.

TABELA 4.16 Concentracgio de sacarose na gaida do reator, em
Tungdio do tempo.

Tampoi{min. > Concentragic <Brixy 1n~§§%§—
5 .4 -0, 04584
10 1.0 O, 22247
1% 1.8 -0, 21250
zor z.3 -0, 28061
2% 2.9 ~0, 86891
S0 8.4 -0, 44BN
a5 ‘.0 —0, 55481
40 4. 4 -0, 38427
45 L -0, 78663
O 5.2 -0, 8UBGR
L3 L -0, POBTe
GO 5.7 -0, pa297
55 5.0 -0, PRT Ok
70 6.8 ~4,40081
» 6. o -1,21408
BO 7.0 ~1,808524
B 7.4 ~4,40780

Foi obtido o valor de 57,8 min, para o tempo de
residéncia experimental, a partir da incliinag®o da reta mosirada

na FIGURA <425 Por outro lado, o tempo de residéncia tedrico,
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através da relagdo volume do reator/vaz3c de alimentag3o, foi
igual a 58,7 min Verificou-se, portanto, gue os tempos de
residéneia s3o muito semelhantes, com um desvio de 1.56 % . Desta
forma pode-se considerar gue © reator utilizado se comporta como

wm reator de mistura.

§.8

ta { %50 - 517 3a

0 o 20 s & 80 s t0 80 %0
TEWPO (min }

FIGURA 4.25 Tempe de residéncia experimental
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442 - Quantidade de células imobilizadas no

suporte.

Dns métodos existentes para se obter uma alta
concent.ragio celular, verifica~se gque a imobilizacgiico celular, vem
chtendo vantagens em relag8c sos demails mét.odos.

Entre os wmétodos de imobilizagic, o use de
sp S P  (Biomass Supout Particles), traz vantagens em Telacdo
ans demais, por permitir que a célula se imobilize no suportie,
como consequéncia de crescimento. Yerifica-se em sistemas
*BE.PsY, gue um pequence periodo de cuttura em batelada, é
precedido por uma operagio continua, sendo gue nenhuma preparagdo
de células ou particulas é necessario.

¢  procedimento aqu praticado, ndéc sofre o
problemas gque a técnica de imobilizagiio "ativa" permite aparecer,
tLads como: t.oxidade de reagent.es gquiimicos, vulnerabilidade
durante a manipulagdo, além de permitir gque gases que passem &
ser produzidos no interior do suporte escapem livres, sam
comprometer a estrutura do mesmo.

Também deve-se resssaltar , o baixe custe, gquando
comparada com algumas técnicas de imobilizaglo “ativa", além do
suporte possuir um alto grau de interconecgio entre os poros e de
possuir uma gama de tamanhos de poros, gque vai de 10 ppi (poros
por polegada linsar> a 80 ppi.

No presente trabalho, a determinagic de massa seca
foi efetuada apos a retirada do meio de cultura do reator. Os
cubos de poluretano foram ent3o retirados e lavados, para a

retirada da massa celular imobilizada. A massa celular fol seca
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em estufa A vacuo a 600, Sabendo-se inicialmente o peso do
suporte, verificou-se a2 quantidade de céluias imobilzadas. Neste
caso conseguiu-se imobilizar 19,08 g de Jevedura em 10,72 ¢ de
suporte, ou seja, 1,77 g de levedura ~ g de suporte. Por outro
lade msendc o volume Gtil do reator de 374,90 cma, conseguiu-se
obter uma concentracBo celular de 50,53 g/l Verifica-se que
outros autores, trabalhando com o mesmo tipo de suporte, mas
utilizande microrganismoc Zymomonas mobilis para a producdo de
etanol conseguiram obter uma  concentragio celular de 56 g~rl
£43, portanto proxima a concentrac8oe conseguida neste trabalho,
Rakashimsa ) colaboradores (923>, pstudando &
producao de Hpasge intracelualar por Rhizopus chinensis
imobilizado em cubos de poliuretano, verificaram que & guantidade
de cubos necessarios para a completa imobilizaglc vai depender do
Lamanho dos poros. A concentragio celular vbtida pelos autores

foi de 8 a 7 mg de célula para cada cubo de & mm,

Neste bLrabalhe foram utilizados cubos de 5 mm cuja
densidade era de 37,5 4,5 l{g/ma e cuja porosidade variava entre
14 = 18 ppi, sendo gue outros autores (8, 14>, utilizaram cubos
de poliuretanse de 6 mm, <com 30, 48, e &0 ppi, obtendo uma
concentragio celular de levedura maicr A medida gque corescia o

nimero de poros por polegads Hoear.
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4.43 - Fermentag8o
0Os experimentos foram realizados ne  reator

descrito ne item 3114, cujo esgquema se encontra na FIGURA 4246,

4431 =~ Fermentagdo utilizando concentragdo de

melaco 20,0 g7l

Operou-se inicialmente o fermentador com um meio
de cultura (item 3.4.83, contendo 20,0 g~1 de melage. A vazdo de
alimentacic inicial fol de 21 mish, com uma taxa de diluigSo de
0,038 h ' Deixou-ze o fermentador operar nessa vaz3o por sete
dias ; quando comegou-se ent3o a retirada de amostras. A cada
mudanca da vazBo, esperava-se trés tempo de residéncia para
retirada de amostra. No total foram utilizadas cinco vazles
diferentes, chegando~se & vazio nuboxima de 88,568 mish,
correspondendc & uma taxa de diluigBo de 0,148 h "

Observando-se F- TABELA 4.147 3 FiGURA 4 20,
verifica-se que a méxima atividade foi atingida para uma taxa de
diluigBo de (0,038 h Y 0 aumento da vazfio entrentantsc provoca um
degréscimo na atividade assim come na massa Seca.

Através da FIGURA 4.27, pode-se notar gque & medida
gque a atividade enzimatica e a massa Seca decrescem DCOrIe  um
aumente de aghcar total, e que o minimo de acgticar no meio
coincide com o maximo de atividade.

A FIOURA 4.28, mostra gque tanto a produtividade
come o rendimento atingem um méximo por volta de 0,038 h—i, para
em seguida decrescerem rapldamente a medida gque =se aumenta a

vaziio de alimentagfo.
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TABELA 4.17 Fermentagio utilizande concentragioc de melago

20,0 g-l.
Wazac(ml by | Did/hy B 5, 0a/10 [ART (g 1) [AtulT mld IPPUI/mlhy [9CY, 1/6ART)
24,608 #. B35 15,58 1,23 47,18 2.6 226,83
23,08 R,838 | 42,22 @, 32 55, 46 3, 28 3749, £5
57,14 B85 | 3,17 1,38 8,37 1,27 587,37
7,74 f,12% 1,87 3,28 4,96 {.82 395,22
BE, 68 B.440 | .63 4,13 $,60 #,42 158,52
25 . 50
@
I e MASSA SECA (g/L) L 45
! e e BTIIDRADLE {1/ ml)
20 \ - 20
35
T 45 P30
5 £
=5
2 3
2 L 25
o
[
F 4o L 20 S
=
45
5 40
8
o , 0
0 05 1 15 2

TAXS DE DILUIGAD {1/h)

FIGURA 4.26 Fermentacgio utilizando concentragfo de melago
20,0 2-1, massa seca e atividade em fungSo da

taxa de diluigdo.
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FIGURA 4.27 Fermentac@io utllizando concentragic de me laco

20,0 g1

, agucar total e atividade em fungao

da taxa de dilulgio.
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FIGURA 4.28 FermentagBc wutilizando concentragdo de melago
26,0 g~l, produtividade e rendimento em funcgio

da taxa de dilulgdo.
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4432 ~ Experimento utilizando concentragio de

melago 30,0 gL

Para esse experimento variou-se a vazdo de
alimentacio de 22,26 mi-h at.d 132,0 mi h, estudando-se @
infludncia de diferentes vazles no reator de células
imobilizadas,

Como pode-~se verificar através da TABELA 419 e da
FIGURA 4.29, conseguiu-se obter wuma alta atividade enzimatica
97,27 Ui/ml> para uma taxa de diluig@c de 0,045 h T e gque &
medida que se aumenta a vazio de alimentagio, tanto a atividade
enzimatics, quanto a concentragio celhilar decrescem.

Analisada a FIGURA 430, pode-se notar gque para
essa concentragio de substrate, o agacar total sofre no inicic um
pegueno aumento, A medida que a atividade decresce, para depois
praticamente permanecer constante.

A FIGURA 431 nos mostra que tante o rendimento
coms @& produtividade decrescem na medida em que s& asumenta a

vazio de alimentacio

TABELA 4.19 Fermentagio utilizando concentracio de melagoe

30,0 gk

Uazaoiml R | DELARY ML 5. Ca/D) FART g/ 10 18y CUTm) (PR ei I mInd ¥ {0 1/afRD)
12,36 B.Ba% § 47,88 | €,23% 47,27 5,74 5322, 57
36,85 8,864 | 14,54 8,82 58, B4 5,61 3215, 4%
56,37 g,180 | 8,23 #,85 38,16 3,54 1787, 84
33, 48 9,15 6,82 1,06 14,98 2,95 §58, 45
$27, 88 8,22 §,23 8,% £,4 3,82 8¢, 44
139,08 8,23 4,19 2,95 8,1 2,98 458, 6%
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FIGURA 4.2¢ Fermentagiic utilizando concentragfio de me lago
80,0 g/ magsa seca atividade em funglo da
taxa de diluigdo.
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FIGURA 4.30 Fermentaglo utilimando concentragio de melago
30,0 g/1, agicar total e atividade em fungdo
da taxa de diluigio.
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FIGURA 4.31 FermentacBo utilizando concentragfio de melago
30,0 g1, produtividade e rendimeanto em Fung3o

da taxa de diluigdo.
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Observando a TABELA 420 e FIGURA 432, nota-se
(qeie altas atividades enzimaticas C45,65, 41,52 D3I mi> = ]
obtidas para as mais baixas taxas de diluigdco, verificando~se um
decréscimo & medida que a vazSo de alimentagac aumenta.

A FIGURA 433 mostra gue o agicar total & minimo
gquando a atividade é alta, para acumular no meio de fermentacgio &
medida gue a atividade e massa seca decrescem.

Analisando & FIGURA 4 .34 verifica-se o
comportamento da produtividade e rendimento em relag8c a tava de
diluicAs, chbservando gque ambos decrescem guando ocorre aumento na

vazio de alimentagio.

TABELA 4.20 Fermentagio utilizando concentragde de melago
&83,0 gL

; Bazaoiml B BOLAR ML 8. 0a /1 {OR g 10 [A3u Bl /&l IPp U I Anl b PYCU, 1/9RRY)
19,28 B, 84 12,84 | 8,789 45,45 2,34 1147, 8

2%, 08 2,952 | 11.%4 | & %02 44,52 2,75 1992, 75
¢, 60 8,883 | 8,41 1,56 | 29,85 2,98 776,73
3%, 08 8,193 1 4,19 1,74 12,88 3,48 147,87
446,27 #,43 4,3 2,78 7,26 7,12 206, 50
132, 20 8,27 4,43 5,44 €,58 7,27 194,83
148,68 8, 2% 4,84 5,72 6, B 2,6 183, 6
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FIGURA 4.32 Fermentagloc utilizando concentragio de melago
40,0 g-)l, massas geca e atividade em fungBe da
taxa de diluigdo.
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FIGURA 4.33 Fermentagic utilizando concentragfo de melago
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FIGURA 4.34 Fermentagdo utilizando concentracio de melago
60,0 g1, produtividade ¢ rendimento em fung 8o

da taxa de diluigio.
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4434 = FermentacBo utilizandc concentragBo de

melaco 90,0 g7/L

Nesse experimento foram utilizados apenas quatro
diferentes vazdes, variando-se de 19,3 até 77.89 mbh.

Atraves da TABELA 4.21 & da FIGURA 4.35
verifica-se que para taxa de diluig&oe baixa (0,04 h > cbtem-se
alta atividade (47,78 Ul mI> e alta concentragBo celular 24,35
1. No entanto uma pequena variag8o na vazdo de alimentagéo,
provoca um grande decréscimo tanto na atividade, como na
concentragdo celular.

Também verifica—se através da FIGURA 436, que =a
congentracio de aghcar no meioc aumenta & medida gque a atividade e
massa seca decresoem.

O rendimento e a produtividade czem acentuadamente

em relacdo ao aumentoc da taxa de diluic3o.

TABELA 4.21 Fermentacio utilizando concentragio de melago
90,0 g-L

Bazaaimlsm D DOL/RY TG, (o /10 IRRT (a7 D) [RbuCli/nl FiFr (BT ml b0 (Y0, 1/9RRT)
1%, 88 2.84 24,35 B, 63 47,78 2,48 724,63
38,25 &, @74 2,12 3%,%7 7.88 a,73% 254,82
51,566 8,48 B 63 44,49 Z,8% &, 29 124,33
7E, 8% 846 #.00 56,88 1,44 8,29 143,24
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FIGURA 4.35 Fermentagio utilizands congentragdo de melago
90,0 g1, atividade e massa seca em fungfo da
taxa de diluigdo.
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4435 -~ ComparagBo do efeito da variagBo da
concentracgic do substratc na produglo da
enzima
Para melbor visualizar A influéncia da
concentracio do substrato na produgdo da enzima em reator
continue com of&lulas imoeobilizadas, foram reunidos o8 dados,
atividade, produtividade & rendimento nas concentrages
estudadas, e graficou-se contra a taxa de diluigSo.
O0s resultados s3o0 apresentados nas FIGURAS 438
4589 & 440

Das concentragdes de melago vtilizadas, pode-se
verificar que a de 30,0 g~ apresenta resultados melhores em
relagBo as outras. Nota—se que para a taxa de diluiglo 3,045 B
foi  obtide uma atividade enzimatica de 97,27 H.I-ml, permitindo
uma produtividade de 5,74 Ul/mlh e um rendimente de B8322,57
1.i-h, superando assim oulros ProCesROS estudados.

As figuras mostram ainda, que ao aumentar-se &

concentracic de melagoe = Laxa de cﬁhﬁqﬁo, tem-se wn deolinio nos

pardmetros estudados.
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FIGURA 4.38 Fermentag3o continua com células imobl lizadas,
atividade em fungdo da taxa de diluighic.
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FIGURA 4.3% FermentacBSo continua com células imobilizadas,
produtividade em funcgSo da taxa de diluigdo.
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FIGURA 4.40 Fermentagic continua com célulae imobilizadas,
rendimento em fungBc da tawa diluiglo.
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4.4.3.6 Comparagdo geral dos Processos de
fermentacio utilizados.
A TABELA 4.21 reune os melthores resultados oblidos
para cada procedimento de fermentagio executado, e j& explorado

em detalhes nas paginas presedentes

U= dados mostram a vantagem inegavel do processo
mom  célulazs  imoblilizadas sobre os demais, fornecendo uma major
produtividade (5,74 Ul/mlhd e um rendimento muito superior aos

demais (5322,87 Ul g ARTY .

Este resultado € sem divida muito encorajador e
pode significar wuma diminuic@io drastica nos oustos de producio

desta enzima, se comparado com o processo tradicional wtilizando

SBaccharomyces cereuisioe.

TABELA 4.21 Valores méximos obtidos nos processos

FProcesso Ativi dade Produtividade Rendimento
(i T mlD> €Y. I-mi1 h> (U I/ ARTY
Baiwsladae simples 2,47 o, 38 474,54
Brnielade alimentoadao 24,00 4,3 BEHI, S
continee em reactor
duple estigio 22,00 5, 80 LT, o
Sont Enuee com células
imeobnilizadas 87, 20 5,74 L -5 A
45 -~ Influéncia do substrato na produgSo da

enzima invertase.
Nog capitulos precedentes falou-se repetidas vezes
sobre o problema de inibigBo da produglo da invertase por
kKhioyveromyces bulgaricus em presenga de excessp de substrato.

Para melhor se aprofundar neste fenomeno, passou~se a estudar a
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influéncia da concentracdo do subsirato na cinética de

arescimento do microrganismo e de produgdc da enzima.

451 ~ Influénuia da sacarose e glicoze na
produgdo da enzima invertase em
fermentacio batelada.

A fim de verificar a infludncia da sacarose e
glicose na produgBo da enzima invertase por Kluyveromyces
bBulgoricus ATCC 16045, realizou-ge ensaios em bat.elada,
variando-se as concentragles destes agGoares.

Nas FPIGURAS 4.41, 4.42, 443 e 444, os resultados
de cada fermentacdo est3e reunidos em graficos separados, de
forma dque se possa visualizar o andamento das fermentagfes. E
interessante notar que, em todos os casos, ¢ ponto de menor pH,
que ocorre em torno da quinta hora de fermentagdo, coincide com o©
esgotamento total do aghcar, com a mudanga da taua de crescimento
e com uma inflexSa na curva da atividade enzimé&tica Fortanto,
pode~se afirmar que a enzima s6 comega a sSer produzida em escala
majior quand: ndo ewlste aglcar no meio esou a partir de um dado
valor de pH Por outre lade, & claro tratar-se de uma enzima

constitutiva, pois € poduzida mesmo na auséncia de agUcar.
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FIGURA 4.42 Evolugiio da concentraglo celular, do pH, da atividade
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Na TABELA 422 e FIGURA 445 estdo reunidos oS
resultados obtidos nas fermentagles onde variou-se as
concentragties de sacarose e glicose, como descrito no item 321

Pode~se observar que o valor do pH foi diminuindo
progressivamente para as quatro fermentagbes, atinginde seu valor
minimo na guarta hora para os experimentos 2, 3 e 4 e na sexta
hora, para o experimento 1. Este fato pode ser explicado pela
producic de metabdlitos acidos pele  préprio microrganisme. Por
volta da gquinta hora e sexta hora, o pH comegou a subir
novamente, chegande no final da fermentagBo a valores proximos do

inicial.

TABELA 4.22 Valores de pH em fungBo do tempo de fermentagso.

Tempothd Ferm. 1 Ferm. 2 Ferm. 3 Ferm.4
o S, B9 &, 7O S, 50 S, 50
£ 6,76 G, G0 6,55 G, 40
z S, TH S, 50 6,45 G, a5
3 G, S0 5,40 6,85 G, 20
-+ o, T &, 2% G, 20 5, 163
a3 &g, 20 &, 0 [« B o] T, 20
[+ G, £0 o, 10 &, D0 S,08
s o, 2% o, 2% o, 125 o, 4%
8 S, 85 G, 80 G, 23 5, 2%
& 6. 6T S, 40 G, a4 &, B0

10 G, B &, B¢ S, 40 &, 40
11 5,55 5,50 S, 40 5,50
+F &, G0 £, GO o, %0 5,50
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Analisando & TABELA 4,23 e FIGURA 4.46,
verifica-se gue a atividade enzimitica fol baixa nas primeiras
cince horas para todas as fermentagles, tendo um aumenio
gradative no final do experimento. Os malores wvalores foram
obtidos para as fermentagles 1 e 2, sends 3,41 e 3,55 Ul-mi,
respectivamente, que correspondem &os meios preparados oom  as
majores concentragBes de sacarose. As fermentagGes 3 & 4
apregentaram valores maximos de 2,73 & 2,68 1.1 mi,
respectivamente, e foram preparadas COm as MEnores concentracies

de sacarose.

TABELA 4.23 Valores da atividade enzimética em fungio do tempo.

TempoChl Ferm. 1 Ferm. 2 Ferm.3 Ferm.4
o o el o o
] 0 o o o
z o, 1568 O, 200 0,176 o.1688
3 O, 153 o, 430 Q, L60 G, 520
4 o, 08 o, 108 O, 4587 o, z08
% 0,855 O, B4t O,227 O.L.2B0
& .5 SR = 3 Lo I = 4 3 =) o, G40 [ - ]
' i ,B¥FP2 £ . SRV i, 270 £ ,%2 68
a £, NS 4,8 S t,DES i, ¢4 2
= i, B2 2,845 3, PO0 £, 48
10 2,200 2,890 z.004 Z2.,4iB0O
13 2,440 8,947 z,727 2,859
£ 2 2,740 3.0714 2,688 2,640
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0 crescimento celular expressoe em valores de
logaritmo natural da dengidade d&idca (D.O3, apresentado na TABELA
424 e FIGURA 447 aumenta rapidamente até a quinta hora
Yerifica-ge claramente a existénocia de duas fases distintas de
cresciment.o. A primeira corresponde a degradagio do subsirato e
abaixamentoe do pH, e a segunda fase, corresponde provavelmente a
utilizacio de metabdlitos presentes no meio, com aumento do phH.
As taxas maximas de crescimento foram similares em todos os
experimentos, sendo em média 0,42 h ' na primelira fase e 0058

i

T na segunda

TABELA 4.24 Valores de In (D.02 em fungdo do tempo.

Tempoth? Ferm.1 FPerm. 2 Ferm.3 Ferm. 4
1 o,89 4,78 o,69 0,75
2 1,02 1,4 1.00 1,45
2 1,39 1,54 L, %% 1,55
4 1,78 1,95 1,78 1,895
L3 2,38 2, %0 z,42 2,538
& 2.714 2,68 z,50 2,57
¥ 2,78 2,7d 2,72 2,68
% 2,85 2,82 2.80 2,77
» 2, % z.90 2. o0 zZ,88

10 3,04 2,99 2,04 z2, s

it 9,13 8,08 3,05 3,180

12 a2, s 2,40 3,49 8,49
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452 ~ Verificagho da influéncia do substrato
glicose, frutose e sacarome na produgdo da
enzima invertase através da Lécrdca de
injeg3o de pulscem fermentagio continua.

Para uma methor verificagdo do problema de

inibig®o, a fermentagSc continua € um instrumento muito mais
eficaz, visto poder se trabalhar em _tnaas; condig@es de asragdo e
com possibilidade de sme wvariar a concentragio do agicar no meio,

pela variagBo do fluxo de alimentagBo, mantendo o pH constante.

4.5.21 -~ Pulso de glicose.

De acorde com a metodologia descrita no  item
322, foi aplicadc um pulse de uma solugho de glicose para
verificar a infludncia deste substrate na produgdo da enzima

Ao se analisar a2 TABFLA 425 & a FIGURA 448,
pode~ze verificar gque ocorre uma cert.a inibicdo da produgdce da
enzima, guandc o nivel de substrato & alto no meio de cullivo.
Percebe-se gque a queda na produgSo enzimatica € acompanhada do
consume de substrato, sendo que o minimo da atividade snzimética
coincide com o minime de substrate no melo, Apdés  atingir esse
minime, o© microrganismo passa  a  aumentar gradativamente =a
produgSc da enzima  Fode-se verificar que ndEo haé inibig8oc no
crescimento  celular, pois a massa  SeCa permanece congstante
durante a perturbag8o provocada no ermentador.

Observa-se também que o subsirato glicose é

rapidamente assimilado, sende noe entanto evidente o efeito de

inibic%c na produgdo da enzima
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TABELA 4.25 Influéncia do substrato glicose na fermentagio
continua.

Tempoih PH Imassa sepale/ D IART{o 10 s GLIC g 10 Ateld, 1/mb)

antes 13,58 2,33 8,297 a8 17,42
2.8 2,48 2,29 14,36 26,98 1,78
g,k 3,48 FM 13,15 14,43 15,88
i.8 3,98 3,18 11,35 12,64 15:.94
1,5 3,48 322 9,53 i1.44 14,92
Z.8 3.48 3.42 7,74 8,82 14,34
P 3,35 3,38 6,44 4,78 13,43
3.8 3,38 3,75 4,57 2:39 18,63
3.5 %35 L% 3,27 1,24 18,93
3,8 3,35 3.5 1,58 8,444 4,548
4.3 ) 3,66 8,48 8,828 g,36
g, 8 3,35 4,44 8,33 8,8zt 8,32
] 3.3% 3,68 8,21 8,845 784
b, 535 3,65 #, 24 8,814 3,14
£, 3 3,75 i 78 8,dn 2,814 18,234
7.8 3,39 366 8,23 B, 824 1,79
7,5 3,35 3,88 8,28 B, 821 13,42
g.a 3,38 3,68 P B, B8 14,43
8.5 3,25 3,44 8,23 g, 848 14,53
&.0 3,35 3.4z 8, &9 B, 825 16,18
5,5 2,25 3,68 g, 28 &, 847 16,43

ig, @ 3,40 3, 4t 8,29 &, 823 23,36

18,3 3.48 3,46 8,28 2.81p 23,49

i1,8 3,48 3,4 f,34 2,825 24,42

11,5 3,498 3,33 @, 3¢ 8,818 24,58

1.8 3,49 3,18 2. 3% &, g 44,65

12,3 3,48 3,2 &, 1h g.848 z4,98

i3.8 3,49 3,38 8, 3% 8,817 Z5,87

14,5 3,98 3,28 8,37 @, 824 28,88

14,8 3,98 3,28 8,44 A 28, &4
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Figura 4.48 Influéncia do substrate glicose na fermentagio
continua -~ técnica de pulso.
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4.52.2 - Pulso de frubose.

Através da TABELA 426 e da FIGURA 449, pode-se
verificar o efeito inibitdrio provocado pela frutose na produgdo
enzimatica, guando se encontra em alta concentracdo no meio de
cultura, De uma forma geral, o comportamentoc ¢ semelhante ao
ceorrido com o pulso de glicose, ou seja, existe inibigdo da
producio da enzima, porém ndc bha  inibicBe no  orescimento. E
importante salientar que a enzima ¢ produzida na presenga tanto

de glicose ou frutose, sem a presenga do substrato sacarose.

TABELA 4.26 Influéncia do subsiratc frutese na fermentagdo

continua.
Tempo (hY i pH imazsa secalgll) IART (e 1) ARig LS ptudil, Limds
antes (3,48 2,38 8. 44 @, 843 3,27
8.8 3,48 3,00 15,52 13,17 25,88
8,5 2,35 3,14 13,08 ig, 53 2g, 24
i,8 333 1,86 12.44 34,35 26,84
1.5 3,38 3,38 18,42 5,28 24,08
2,8 3,33 3,55 8,23 7,67 z4.88
2.5 3,35 3,5 b, B4 6,44 24,34
3,8 3,38 3,74 4,5%% 4,68 i6.87
3.5 3,38 #,63 &, %7 3,83 i, 54
4,8 5,33 3,93 i,84 1,93 14, 85
4.5 3,35 4,88 8,84 8,874 15,38
5,8 3,35 G, 8f 8,85 @, 856 13,31
5.9 3,35 3,84 8,64 a,87% 44,17
£, 8 3,35 3,53 f,66 | 8,885 1%, 45
8,5 4,35 3.6 @, 57 &, e6e 18,82
7.8 3,35 2,453 #, 59 8,865 14,66
7,5 3,35 1,44 @, 5% &, 858 22,84
8.8 3,35 3.6 &, 54 8, 86l 26,14
8,5 3.3 338 B, 58 @, @851 26,746
9,8 3,48 3,38 8,53 8, 842 22,38
%0 3,48 3,38 2,54 8,858 23,13
18,8 3,48 3,43 #, 4% 8,858 25,68
i8.5 3,48 3,38 8,43 8,852 25,248
11,8 3,48 344 #, 42 8,247 25,75
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Figura 4.49 Influéncia do substrato frutose na fermentagdo
continua - técnica de pulso.

170




4.52.3 - Fulso de sacarose.

¢ pulso de sacarose ¢ acomparnhado dos mesmos
fendtmenos ocorridos com glicose e frutose. £ notdrio, portanto,
gue  gqualguer um desses aglcares presentes em excessce no meio
provocardo uma inibigBo dréstica na produgdo da enzima sem no
entanto inibir 0 crescimento. SHeria, portanto, interessante
tentar guantificar essa indbigdco em  termos de pardmetros
gingticos de crescimento e produto. A TABELA 427 e a FIGURA 450

trazem os resultados obtidos com o pulso de macarose,

TABELA 4.27 Influgncia do substrato sacarose na fermentacgio

continua.
Terpoih: | pH |{massa sesalu /1) {ART{g/1)] AR{g¢ 1} steiil, [imis
antes 13, 3 3,48 8,373 d, 875 27,48
é,8 %, 43 3,37 i5,.48 #3162 23,74
8,5 3,45 3,18 14,#7 8,168 45,69
1,8 3,43 3,25 12,43 #,138 24,43
1,3 3,43 3, 3% 11,85 #,183 23,78
&8 3,45 &, 82 ., 583 @, 880 109
&8 3,45 3,48 6,63 8, ad4 17,88
%8 345 3,44 4,43 8,063 16,73
3.5 3,45 3,54 2,7 @, 863 14,134
4,8 3,42 3,68 &, 8& 8,848 $1,63
4.5 3,42 2,78 &, 44 8,834 12,83
5.8 F.42 3, %4 @, 51 8,838 13,586
P 3,45 3,94 &, 54 8,832 13,87
.0 .45 4, o 8,59 8, 828 14,47
6,5 3,45 3,78 &,44 8,824 16,79
7,8 3,45 3.5 #.51 . 838 15,54
7.5 3,45 2.37 8,58 &, 835 22,58
i, % 3,45 3,49 2,43 8,838 EXIE
£.5 3,45 3,44 8,48 a, 824 23,47
2.8 3,45 3,23 8,33 8,828 45,84
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Fazendo balange de P (atividade enzimatica no

reator apds o pulse tem—se!

qpx - DP = dP/sdL {4.102
o se ja
qp wm (dPsdt + DP2 1% {4.41>

Tracando-se uma reta médiz partindo do tempo =zero
(instante do pulsed até o ponte minimo de atividade no reator,
acha-se o acomulo médice de enzima ne reator, durante a fase de
excesse de substrato no meio.

Analisando a  equagln 4.11, tomando-se dP./dt
constante = a concentracgic celular sendo praticamente constante,
verifica-se que qp a6 varia com P, j& que D mantém-se o mesmo
durante btodc o ensaio. Assim, pode-se dizer gue qp sersd mindimo
para o menor valor da atividade no Treator, womento este que
coincide com a exaust3o do substrate. Como termo comparativoe e
quantitativo do efeito de inibig8o, pode-se comparar qp antes do
pulse e no instante em que este atinge meu mindmo apés o pulso.

Estes valores estio na TABELA 428

TABELA 428 Efeito do pulso na produgdo especifica de enzim{qp}

substrate g antes deo pulsc g mirimo apfs o pulso
r F
Eooarose 173 GE B
glicose 1450 290
Frutose 1845 e
FPortanto a perda de eficiéncia do microrganisme

atingiu 8% com o pulsc de sacaros=e, 49% ocom o pulso de glicose e

81% com o pulso de frutose.
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4.53-Verificacao da influéncia desacarose,
glicose & frutose no crescimento do
microrganismo e produgidc invertase através
da técnica de perturbagdoc por degrau, em

fermentagfo continua.

4531 - Estude da influéncia de sacarose.

Analisando o grafico da FIGURA 451 e TABELA 420,
verifica~se que a massa celular ne meio de fermentagdo permanece
constante e gque a atividade enzimética decresce quando comega a
se acumiar aglcar no meio de fermentacBo, sendo gque esse achmulo
comega  ocorrer com a tawa de diluigdc de 0,21 h ' Para a
concentragio de 30,0 g1 de sacarose, FIGURA 482 e TABELA 4.30,
percebe-se um acréscimo na massa celular enguanto gue a atividade
enzimatica tem uma gqueda brusca, & medida que o acglGcar se acumula
no meio. Nas concentragfes de 50,0 g2/l e 70,0 g7, nota-sme que a
atividade enzimatica sofre forte decréscimo pelo agimulo de
agucar, sendoe possivel trabalhar com essas concentragfes 6 em
taxas de dilvigie bem baixas. Esse fato pode ser constatado pelas

FIGURAR 453 & 454 e TABELAY 431 e 432
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TABELA 4.29

Influéncia do substrato sacarose, concentragioc

10,0 1.
DCh D Massa secalg/1) AtviU. I/ ml> Sacigsld
0,040 0, 40 B, 90 o,082
0,310 o, %50 £% .87 0,080
o, i G,%4 17, a4 0,104
o, 24 o, 50 1% ,80 5,08
0,27 0,50 4, B0 o,85
20« 10 = !
A Mossa secalig/!}  Aividade enzimdhicsn (U /m!
A ART {gs1)
~
o =
E - o
- = &
= 104 54 s A
= - s
£ o i
g Y
E
x
64 04 © A -t r
° o 0 N B .3
Taxa de diluigdo (1/h]
FIGURA 4.81 Influéncia do substrato sacarose, concentragio

10,0 g-1.
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TABELA 4.30 Influéncia do substrato sacarose, concentragfo

30,0 g-/t.

pen” 1o Massa secalgs1> ALv(U. I/mi> Saclg 1>
02, 0&0 o, PR i, 3 . 034
5, £40 1.0 283,534 i,034
2, 1,5 25 .04 0,047
o,z 1,48 %, e 2,51
oL.27 2,848 2,45 t7 .92
33 - 2O 2

A Massa seca (g/i) O Atividode engimado (U.I./mi}
& ART {g/t}

20

E ~

o _—

i P

D —— T

= Siod 8§ 1

g 1y |f

5 1< |8

o o

- L]

£ =
el
[P O G

Taxg de ditsicdo {i/h}

FIGURA 452 Influéncia do substrato sacarose, voncentragio

30,0 g/l
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TABELA 4.31 Influéncia do subsirato sacarose , concentragBo

80,0 grl.
DR 1) Magsa mecalg 1> Atv{J. . ml> Saclgrld
0,088 £,40 16, o4 0,110
o,10 2,.5c 1%, 87 0,32
o, 4 1,067 o6, 62 0,128
o, 24 O, 06 1,70 4,78
0,27 0,85 0,82 20,6506
285 25 -4
& Mossa secq {g/1) O Atividade snzimdticn (U1 /ml}
& ARTigst}
20~ 204
é iS-ﬁl?}- '«6‘
b-ﬁ_! i —
2 o 3
& & ® i
5 < -
ks &
= &
< 04 04 ®
R &
o4 0 $ ;
0 o ] L 2 .3

Taoxa de dilaiclo {1/h)

FIGURA 4853 Influéncia do substrato sscarose, concentracio
80,0 g-1
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TABELA 4.32 Influéncia do substrato sacarocse, concentragio

TH,0 g1,
¥ 3
DEn T Massa secalg.1l) Atwd(U, JF/mlb Saci{gs1d
O, 5405 1,8% o, WZ 0,088
0,50 2,00 5,87 2,550
2,40 1,52 3,27 18,880
0,214 1,42 1,04 24,280
B0 5 - 3
A Mossa seco (g/!} t1 Atividode enzimébtica {U 1/mi}
A ART (g/1)
20 [ s &l
r € | <
- = o
= o) -
[ — o
e iy
< 2 2
o
€ fond
= g
P L]
= =
b & H
[ G a3 i T T
o 0 O H 2 b

Taxo de diluigho [1/h)

FIGURA 454 Influédncia do substrato sacarose, concentragido
70,0 gL
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4532 -~ Estude da influéncia do substrato
glicose alravés da téonica de degrau.

Através da FIOURA 485 e TABELA 433, veriflica-se
que o poder inibidor da glicogse aparenta ser malor que o da
sacarose, pois mesmo para baixas concentragfes de agacar no melo,
a atividade enzimatica sofre um decréscimo. Esgse fato pode ser
mais evidenciade para a concentracSo de 30,0 g~sl1 de glicose, onde
wmn pequenc aumento de acgicar no meio provoca uma grande inibicSo
na produgdc da enzima, sendo que a massa celular praticamente
permanece constante (FIGURA 4.56 e TABELA 4.34).

Para as concentragBes de 50,0 g-1 e 70,0 gol,
verifica~se pelas FIGURAS 457 e 458 e TABELAS 435 e 436, que

o acomule de agGocar no meio  inibe igualmente a produgfic de

enEima,
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TABELA 4.33 Influéncia do substrato glicose, concentragHo

10,0 g-1.
-4
DEh > Massa secal{g”l> AtvwdU. 1 ml> ART (g1
G, 040 o, o4 8,14 o,078
0,10 0,48 13,96 O, 104
O, 10 0,48 10,08 £, % 8%
L2 O, A 6,00 Z, B0
o,27 O, 40 T 00 4,840
o & !
5 Masso seca [g/t}  [iAtividode enzimdiice (U1 /mi]
& ART {g/1)
&
15
£ p
it T gl E&
o' P =1
. iz | B
B <z o
- 10 % .51
% ] L]
b3 Z -
.
5 4
1-.
F 1 F 3
[ T v T =
o} 0 o i 2 .3

Toxe de dituigdo (1/h]

FIGURA 455 Infludncia do substirate glicose, concernt.ragio
10,0 g1
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TABELA 4.34 Infliuéncia do substrate glicose, concentragio

30,0 g-1.
pen *D Massa secalgs1> ALv(U. I m1> ART (e 13
O, D48 O,8% 14,05 O, 2215
L+ I X+ £ ,078 23 .84 0,129
£, £¢5 £,14 22,29 G, 208
O, 24 1,14 £,0 .38
30 = 2- 2
A Mosso secaig/i] o3 Atividode enzimdtico (UL /mi}
& ARTIgH)
20_.
E -
\ -
A E o -
=2 P-UNE S
s $
g |k | <
=] 7 o
= 0
z ]
= =
10
f Oyt a Y T

o o ¢ N .2 .3
Taxa de diluicds §1/h}

FIGURA 456 Influéncia do substrato glicose, concentragic
30,0g71.
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TABELA 4.33 Influéncia do substrato glicose, concentragSo
50,0 gk,

-4
B{h 7D Maozsa secalgs1) ALv{U. I ml2> ART g "))
O,048 1,18 28,08 0,067
a,%0 1,80 L7, a0 OL,LZHO
0,1 1,76 2,84 0,011
o,21 1,40 1,29 2,280

307 34 g

& WMasso seca g/} 0 Atividade snzimdtica (U1 ./mi)
& ARTIig/1)

20+ 24
B -
E -
SR ol
3 |5 | T

= g 4

z [k |2
L
2 3
= &
< =

0 144

(X 0 - [ L 11

0 o o [ 2 3

Taxa de diluiglo (1 /h)

FIGURA 457 Influéncia do substrato glicose, concentragdo
50,0 g1
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TABELA 4.36 Influéncia do substratoe glicose, concentragio

70,0 g-l.
Deh Y Massa secalg > AtvelU. I mi> ART(g/1>
o, 08 05 1,40 18, F2 0. 088
o, 10 £,70 £.8 2.4
2% m E 2
A HMosso seco(g/1) £ Atividode enzimdtico {UX. /mi)
& ART [g/1)
2
£
£ 15 <
“ . |2
o -
PR ICI -0
A R
T 1F |3
= »
o= 1 §
-
5-.:
O (X8 o 1 I
o o [» .1 2 3

Taxg de diluicio {1/h)

FIGURA 4058 Influéncia do substrato glicose, concentragioc
70,0 gL

192



4.5.3.3 - Estudo e infiuéncia do substrato
frutoze através da téonica de degrau.

An  snalilsarmos a FIGURA 459 e TABELA 437,
verifica~se que no casce da concentragio 10,0 g 1 de frutoge, a
massa seca, © aglcar redutor total e atividade enzimatios,
praticamente n3c mostram variagBes até a texa de diluigBo de 0,21
l‘;i, sendo que a partir desse ponto, em gque o acimule de aglosr
no melo comega a ser mais efetivo, occorre uma lgeira queda da
atividade.

No caso de 30,0 g-1 de frutose, a FIGURA 460 e
TABELA 4.38, nota-se uma peqguena variacio na massa celular e que
um  pequeno acumulo de aglcar provoca uma forte inibig3io na
produgdo da enzima

Para as concentracBes de 50,0 gs1 e 700 grl asm
FIGURAS 461 & 462 e TABELAS 4.3 & 4.40, mostram que para
baixas taxas de diluigBio a atividade enzimética sofre queda

brusca.
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PABELA 4.37 Infludncia do substrato frutome, concentragio
10,021
Deh Y Massa secalgrsl> AtveU. I/ml> ARTC2 15
O,048 0,05 19, 9a o,18p0
0,10 O, 48 14,42 G, 140
0,46 o,59 14,20 O, 185
o, 24 0,54 14,21 1,760
DL.E7 o,.54 £4,214 8,910
0= Be R
A Massa seca (g/1) I Atividads enzimética {UT./ml}
& ART (gt}
15 4
- & &
E =
- - .
i > 12
= g g
& < @
T 104 28 o i+
4 &
& s
5
o4 04 © . '
o 0 o . 2 3

Toxa de diluiglo {t/h}

FIGURA 4.50 Infludéncia do substrate Frutosse, conaentragio

10,0 /L
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TABELA 4.38 Infludncia do substrato frutose,

concentragio

30,0 g-1.
-
Bl T2 Massa secalgrld Atv(U. I ml> ART g7 1>
G, 080 1,28 23,00 O,2%e
O, 10 1,36 2a,.00 o,8%87
o, 10 £,23 20, B4 O,228
©,24 t,42 G, B4 1,200
o,27 £, 44 2,77 8,470
50 & 2
A Mozsa seco (g/i) 71 Atividads anzimdtico {.1./mi}
A ART {g/1)
404 4
E 30 ad ~
~ ~
] o =z
= 1% |
= 2
HRERE
3 o
% g
= RO 24 =
i 1
[+] 1 0O [+ y
0 o 0 2 .5

Taxo de dituigdo {1/0)

FIGURA 4.60 Influéncia do substrato frutose, concentragdo

30,0 gL
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TABELA 4.39 Influéncis do substrato frutose, concentragio

Atividode {U.I /mi)

50,0 ¢/},
74 Massa secal{gs1> AtvCU. I/mld ART(g 1>
&, 080 +,00 4,70 [+ 30 1 % |
0,30 .43 3a, B2 D, 445
&, 3¢ 4 .27 5,00 1,490
o 28 4,42 o, o &7, BED
&=~ 20

A Mossc seco (g/1} ¢ Atividode snzimdtico (U.1.7ml)

& ART {g/1)

5«
g
o £
e,
o g
= ¢
Fely EE Ll 1
< | %
T
=
10

1]

Taxo de dilyigdo {(1/b)

FIGURA 4.61 Influéncia do substrato frutose, concentragio
50,0 g~-L
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TABELA 4.40 Influéncia do substrato frutose, concentracso
70,0 grl.
70 M Massa secalg/}) AtvCU. I m1)> ART(g/1)
0,040 4,22 B, 54 O, 051
o, 40 2,20 18,08 0,510
o, L8 4. 7% 0,0 D.875
2{}"‘ ‘t"‘ 3
b MWosso secolg/l] I3 Atividode enzimdtico [U.1/mb
& ARTIig/t]
o 2
E —
et —
I P
bt = -
£ w-ig 54 §
o
- L4 o
= !
= =
§ -
[ Ry Q- o T 1
o s} o] ] N4 ]

Taxo de dituigdo (1/h)

FIGURA 4.62 Influéncia do substrato frutose, concentragio

70,0 gl
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4.6 ~ Modelagem do crescimento oelular e da
produgio da enzima invertase pon

Kluyveromyces bulgaricus.

4.64 - Determinagdc dog parametros u P K paras
ek . &
o substrato sacaroge.
Para a concentragio 0,0 g1 de sacaromse, oS

valores obtidos estio relacionados na tabela abaixo.

TABELA 4.41 Experimento utilizando concentrag8o de sacarose

10,0 g~
-4

Bikl T2 Massa secaligs/1) Atvill. I-/ml> Sac(mol D
-3

O, O0&S O, 80 B,8% 8,v%30

0,16 o, 50 i%,87 1,0%50

O, L o,.51 17, 64 2,B%10

0,24 0, B0 1¢,80 £, 4%40

0,27 a, 50 4,680 £.0%80

Sabendo-se gque no regime estsciongrio p = D,
pode~se entdc tragar uma curva de u em YungSo do substrato 5>
(FIGURA 4.633, ou enifo, tragar 1<y em fungdo de 178, como
descrito pelo método de lnearizagio de LINEWEAVER-BURK (FIGURA

4.654 3.
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concentraglo do substrato.
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FIGURA 454 OGrafico de 1-/u em fungdoe de 175 para substrate
sacarose, concentragic 10,0 gl

Da andlise da FIGURA 4 .64, & fazendo-se uma
regressio lUnear, obtem-se para Hoa, © valor de 2080 h' e paYa
Ksﬁ valor de 1,33#1&'}"*”101/1, para um fator de correlagBo de
4,088,

Para a concentracdco de sacarose de 30,0 g7, os

resultados encontram-se reunidos na TABELA 4.42.
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TABELA 4.42 Experimente utilizando concentragdoc de sacarose

30,0 g/} .
u-—* +

<k "> Massa secalgsld Abtv(l I/ ml> Sacimolsld
-

O, G4 o, P8 10, 3 D, 4%iD

0,10 $ .G 29,84 9,5*30_

G, 10 41,8 2%, 00 1,8%10

G, 24 4,48 4,50 2,7 %10

o.27 1,86 i,4m% &, B¥ 40

ULilizando~-se dos mesmos  procedimentos  feltos
antericrmente, determinamos para essa concentragio os valores de
0,247 h ' e 1,18*1{}_411191/‘1, para “méx& g respactivamente, sgendoe o
coeficiente de correlagic igual =& 0,90

Para a concentracgio de sacarocse de BO,O0 gl os

resultados estlc reunidos na TABELA 4.43.

TABELA 4 .43 Experimento utilizando concentrag@o de sacarose

50,0 g-1.

DCh D Massa secalgsld Atv{l. I ml> Sacimol 1>
]

€ ,O343 1,40 $45, P S ,8%®icy 4

£, L 6F i, WS 1% ,37 A,3¥% 10

€, & L, 87 o5, 62 a,4% 40 2

o, 21 5,90 L .7 4.1 %10

», 27T 0,879 &, 62 Ll

Usando-se dos mesmos procedimentos anteriores,
chega-se aos valores de 0,238 h® e ‘1,,64#10”4 para u. e KS,
respectivamente, para um coeficiente de correlagdc igual a 0,91

Verifica~se através dos resultados obtidos, que o8
valores de Hoasy © Ks para as concentragtes estudadas ndo tiveram
uma variac3o muito grande, sendo que calcula-se entdo oz valores

médios tanto para u , 2~ como  para Ks. Oz valores médios

201



encontrados foram @ w - (,2414 h»=1L e Kﬁni,étiﬂﬂémol/l«

i

Para a concentragio de 70,0 g1 de msacarose, assim
como para glicose e frutose, percebe-se um forte desvio da
tendénoia anterior, fazendo com gue os valores se distanciem dos
valores médios calculados, provavelmente devido a fatores que vao
além da simples influéncia da concentragdo do substirato na
cinética de crescimento. Optou-se por ndo se aprofundar mais

neste problema, stendo~se somente aos dados anteriores.

4.6.2 ~ Determinacgdo dos pardmetros H oo © KS para
¢ substrato glicose,
Ro caszo do substrateo glicose foram utilizadas as
concentractes de 30,0 g/l e 500 g/} para cilculo das constantes
cingticas, Os valores ut.ilizados encontram-se reunidos nas

TABELAS 444 , 4.45 & 4.40.

TARBELA 4. .44 Experimentc utilisando substrato glicose,
conentragio 10,0 g1,

Den” i Massa secalgrsld AtveU. L/ml> Glicimelrs
0, s Ls £y, 54 8,14 4,3*13H*
0,40 o, 4B 18,04 5,8“"1(}*4
G, 46 0,406 (0,98 LI
6,21 O, 4 5,008 1,4*1(:::2
o,.27 O, & & 0,00 - s
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TABELA 4.45 Experimento utilizando substralcoc glicose,
concentragdo 30,0 g1,

i

Dk > Massa secalg-l> Atv (. 1.-mid Glicimols12
-4
G,046 0,BS 14,003 &, 51D
O, 10 1,07 49,84 6,:&*&04
D,i0 1,44 22,29 4, 15% 50
o, 24 1,406 1,0 ?,?*i{)»
TABFELA 4.46 Experimento utilizandoe substrato glicose,
concentracio 50,0 g/l
D¢H U Magsa secalgs1) Atv({ld,. I-mld dlicdmolsla
~4
0,040 1,13 25, a8 B,¥%L0
o, 10 1,00 LT, GO 1,5%10
o, 88 1,76 Z.684 3,4%10
a,21 1,40 $4,2% 1,27%40

U=ands o mesmo procedimento anterior, chega-se aos

seguintes valores de n P KS nas concentragdes egtudadas. Para

i

concemtragio de 10,0 g-s1, determinou—se Rea = 204 o e Ks L

&

‘?,ﬂit‘i#iﬁw molsl, para um coeficiente de correlagSc de 0,71 FPara

concentracioc de 80,0 g1 os valores determinados foram 0,250 h

€& 9,84*1(‘}_4 mol-l  paras e E{S, respectivamente, para um

Fméxx
coeficiente de correlagSo de 0,96, Para a concentragdo de 50,0
g/l encontrou-se os valores dee  £,293 h”1 & 1,’?6*10"3 moisl para

Hoo € K$> respectivamente, para um coeficiente de correlagic de
T
4,998,

Ox valores meédios obtidos para os parémetros Mo

& I{S foram, respectivamente, 0,248 B e i,iS*inﬂsmol/L
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463 - DeterminagBo dos parametros Koo € Ks para
o subsirate {rutose.
As concentraces de 10,0 gsl, 30,0 gs1 e 50,0 g}
apresentaram os melhores dados para obteng3c dos parimetros
estudados ., sende que O mesmos encontram-se reunidos nas TABELAS

4.47, 448 ¢ 4.49.

TABELA 4.47 Experimento utilizando substrato frutose,
concentracBo 10,0 g-1.

pehT YD Massa secalgsl> ALv 3. Erml2 Frut(mol- 1>
0,046 o,0% 1%, 96 7, 7%e0
o, 10 0,48 14,12 &,9%10
0,16 o,58 14,25 o, E2NL0
o, 21 6,54 14,24 ©.7%50
o,27 0,54 13,24 L, BR1G

TABELA 4.48 Experimento utilizando substrato frulose,
concentragic 80,0 g-l.

DLk C Massa secalgsl> AtviU. I mi> Frutimel 1>
O, O 1.28 25,00 4, kWA
o, 10 1,86 26,00 S, PR%IC
o, £ 6 t,28 85,54 2, 4DMIC
o,24% 3,42 6,84 7 ,00%1C
0,27 1,44 2,727 ¢.paRgc

TABELA 4.49 Experiments utilizando substratoe frutose,;
concentragio de 50.0 gsl.

- %

Dk T2 Massa secalgs/ld AtwdU. I ml2 Froat{mols 12
o, G 4,07 14,70 2,1%30
0,40 1,45 VG5, B2 z,5%50 o
o, 168 1,87 5, &80 B,85%40 2
2,24 i.,12 o0 P, E®L O
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O valores pbtidos para as concentragBes foram
- Papa a concentracdo de 10,0 g~1 o wvalor obtido
para p__ foi de 0,246 h'' eodoK, de 5,01%10 © molsl.
~ Para a concentrag®o de 30,0 gl o= valores de
-1

H oo o Kg encontrados foram, respectivamente, 0,282 h e

1,9%10 © mol/l

~ Para a concenirac8c de 50,0 g1 os valores de
Moo, Ks encontrados foram, respectivamente, 0,215 ! e
2,?&10“3 moilsl O valor médic de H . Para o substrato frutose fol
de 0,248 b~ e o K_ fol de 1,77#10 “molsl.

& TABELA 4.50 traz os valores de parametros

cinéticos {um A Ks} para os diferentes substratos estudados.
it

TABELA 4.50 Valores de parémetros cinéticos obtides.

Sacarose Glicose Frutose
- £
[%4 A H O, 241 2,248 o, 248
e
- -3 -3
® il 1,4*’10 3 ,85%L0 i, FFEED
=

Fartindo da consideracSc de que se ests oultivando
Kiuyveromyces bulgoricus a partir de sacarose & gque a presenga da
enzima invertase extracelular ird produzir plicose e frutose, o
resultade sera entfio um substrato misto f ormado por Sacarose,
glicose e frutose. Assim sendo, © modelo de crescimento devera
englobar estes trés aghcares. Pode-se entidoc prever gue a equagdo

zeris a do tipo :
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S @ F

W™ Hoa K+ 5 TR+ 8 R TFF 412>

onde as constantes WV , K, K e K serfioc as da
mdx = ] F
TABELA 4.50. No caso de Hooa? ela mera unica e proixima de 0,24
.
Com wistas a uma simplificaczdc pode~ge tomar g e F
desprezivels quandc © substrato €& sacarose, pois estdo sendo

consumidos & medida que est3c sendo produzido. Desta forma a

equagdo (4.12) torna-se a equagcio de Monod.

5

D = o= HM&W 14,130
s

4.6.4 - Modelo de produgBo da enzima invertase.

Fara eXpressar matematicamente a cinélica de
produciio de um metahslito deve-se levar em conta que a producgdo e
o oresciment.o e o concentragio do microrganigmo ot
interrelacionados segundo  a classificag8c de Gaden, citado por
Atba (3> Luedking e Piret, citade por moser (B7X, associaram oS

parametros da asguinte forma

i/H dP/dh m o dXsdt 10 + Y 10X {4.44>
1K dPsdt = oo + 3 (4.15>
qp = oot 3 €446

Os valores de q calculados experimentalmente para
[
os aglcares Sacarcse, glicose e frutose enconbtram-se reunidos nas

TABELAS 451, 452 e 4535
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TABELA 4.%1 Valores de q? calculados para sacarose (30,0 gsid.

-1 -3

DR T Sacarose{mol 1D g CU. 1 -hy. 106

P =31

-5

[+ I 2 . ©.4 * 30 " €, 0
o, Lo ©.5 * 20 2,93
0. tg 1,3 % 10 8% ,z0
o,24 2,7 * 10 o, 54
o, 27 4,8 % 10 £©.23

TARELA 4.52 Valores de q calculados para glicose (30,0 g/1>

P
- % . -
pen” dlicomelmal 1> q (U.1/g , -h>.10 3
= T
B ]
0,045 o5, 8 # 10*4 [ I~
O, 10 G,C ® 40 s z.22
0, i 1,4 @ “’..3 3,28
o, 21 PLT O 10 1,18

TARELA 4.53 Valores de g calcoulados para frutose (30,0 g1

¥
-1 . -8

Bl T2 Frutose(molslD g (U.Ilr~og é},‘h)‘ﬂ}

P cé

-8

O, 048 1,44 % $0 o, @8
0,10 z2.40 * 10 t, o4
0,416 2,40 * 0 8, 545
0,21 F.O0 * s0 i, 00
0,27 i,08 * 40 0,62

Sraficando~se o=s valores de q, ©m fungéico da
velocidade especifica de crescimento do microrganismo L0123,

obtem-se as FIGURAS 4658 , 4.66 e 4.67.

207



.-")
e 4
.-";-
(/-".
i .
1 e
& I#,_
E ]
:'/
3. o
,“"’
~
& 2] N
i -~
i o
v
- e
b ;
=
&
&
g b
- AL
= o
5 o
= rd
I ..-’/
% -
¥
] i é
B 1 .
el aspecifivaili/h}

FIGURA 4.65 Valores de q, em funcio de y para substrato

sacarose, concentragloc 30,0 g1 .

o8



e
Iﬁ{‘(
-Jj‘*
-‘;J
A
A
‘,.r* ik
3. i
o
~
4
e f
’f,f
é W+
n e
A2
vr‘
% o
e
g :_,«-
I3 _',.f'
¥ Jf'
- e
$ -
a "
1 e
¥ 4 -~
% <
2 AL
\ e
»” &
e
: r
: n"‘.‘
"] e
& A
¥l
i
ﬁ L 1 T E

fel.especificalléh}

FIGURA 4.686 Valores de qp em func#o de o para substrato
glicose, concentragdc 30,0 g

209



X

ECI 2

Rar  aper Roxz ko

X .

ag pr £ LE

1
Yel. espegifica {17k}

;n

FIOURA 4 67 Valores de n:;p em funglo de u para substrato

frutose, concentragio 30,0 g-1.

Das FIGURAS 4.68%, 4566 e 467, pode-se tirar os

valores de o« e 3 para a parte da curva onde n3c ocorre inibigdo
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pelo substrate. Os valores de o e [ encontrados para sSacarofe,
glicose e frutose foram respectivamente 20070, 21131 e 24388
U1rg 4 Os valores de o calculados s#o bem préximos, de forma
gque se pode tomar um valor médio (o = 210007, engquanto gque 3 foi
despresivel, ou seja, o »» A indica gue & producBe da enzima omt.a
diretamente asscciada ao orescimento do microrganizme e pode ser

representada como:

C{P L < I <4 .17>»

ou ainda
oy a F

q? = qpméx ¥ + & " K +6G ° K_+ F {4.18>
= Q b3

onde G, ™ * Hog

No entanto, existe uma parte das curvas onde se
observou inibigdo da produgdo de enzima, muito embora na3o tenha
sido observado inibigdo do crescimento. Trabalhando-se nesta
parte das curvas, ou 8¢ Ja, numa concentragdc do substrato na gqual
o fendmenc de inibigBo é predominante, nota~se um ajuste de q, &
um modelo exponencial do tipo:

q, = s T PRl €4.49>

onde ]-(iL & a constante de inibigSo

Oz valores de Ksi (eonstante de inibigic para
EACARPOSE, 5{0 . {constante de inibigio para glicomed e

KF_ (constante de inibigSo para frutosed sd0:
t
K = 0,0181 mol/l
=i

K = 05,0023 mol/l
ai

K = 00,0097 molsl
Fi
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Amsim a equagio final que representa &

produtividade especifica sera:

o]

s Lt}

- “w{SHK + Gk _+ F/K D
qP qP'méx KS'I-S ‘Kaq.é“m'xr,‘,!;‘ L4 239 at i

£4.200

D



4.7 - Caracterizagf@ic da enzima invertase produzida

por Kluyveromyces bulgaricus ATCC 16048,

474 ~ PurificagBo com etanol

A atividade inicial do calds fermentado isento de
células era de 8,85 Ul/ml, sende que foram utilizados wvolumes de
10 ml para verificar gual a porcentagem ideal de &lcool para
precipitar a proteina A TABELA 4.54 fornece os resultados

chitidos.

TABELA 4.54 Porcentagem de etanol utilizado para precipitagso
da enzima e rendimento correspondente.

Alcool (2D Atividade Ffinal{lU. I ml> Rendiment.o(5)
zO a,3% 8,74
S0 B, 4% 8B ,20
40 8,8% 27,74
5O 8, 50 38,87
&0 9,08 81,681
70 8, DU a0, 45

Ohteve-se maior rendimento com a concentragdo de
stancl a 60%, concordando com O valores da atividade enzimatica.
0 resultado obtido nesta concentragSo é malor que O obtidos em
trabalhos anteriores,significando um maior rendiments com menor

concentragio de etanal

Gonhecendo~se a melhor concentragSo de stanol para
precipitagdo da proteina, partiu-se para a obtengdo de um maior
wolume de proteina precipitada. Obteve-se um calde fermentado,
cuja atividade enzimatica era de 10,43 Ul ml, totalizando 720

mi. Apés a  precipitagdeo, fol obtide uma atividade enzimatica
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jgual a 32,4 Ul/ml ¢ o volume final apos ressuspens&o em tampSo,
jgual 2 200 mi. O rendimento para essa etapa foi de 86,30%. Em
seguida secou-se o precipitado em estufa a wvacuo, obtendo-ge um
composto mseco cuja atividade foi de 3118 Ulrsg de composto.

Foi caloulade ent83o o rendimento de secagem,
partindo de um peso inicial dgual a 1,040 g, obtendoc um
rendimento de 92 % . O rendimento total do processo acima pode
ser calculade através do produto dos rendimentos nas duas

plLapas, atingindo um valor de 79,4 3 .

472 - PurificacBo em coluna de troca ionica.
A FIGURA 4.68 apresenta a atividade enzimatica e
proteina em fungdo do numero de amostras, apds eluigSo da enzima

com solugBc de NaCl, para a cohma de 15 cm de disdmetro e 20 cm

de altura.
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Para a coluna de didmetre Z om e altura 27 om,
foram colocados 4 ml da solugdo enzimatica com atividade igual a
i1 UIsml.  totalizande 724 Ul ml. Apds passagem da amostra
atravées da colunas, a enzima que ficou retida, foi retirada da
coluna com gradiente salino de NaCl 1.2 Md. As fragles que
apresentavam atividade foram agrupadas, formando um volume de
17,85 ml com uma atividade de 37,71 Ulsmil, totalizande &80 W1,
permitindo cbter um rendimente de 91,16 % .

Em seguida precipitou-ge com etancl, obtendo-se
uma soluglo enzimatica de 4 ml com 137,2 Ul ml, totalizando H40
11.I. Em relagdoc a etapa anterior obtivemos um rendimento de 83,18
5. Os resultados das etapas de purif icagBoc da enzima encontram-se

reunidos na TABELA 4.55.

TABELA 4.55 Etapas de puri ficagBo da enzima.

Etapa Veoliml? AtviU. I/ml> Prot{mg - ml> Atvermp(U.l/mgerot 2 Purif

ES 48O %4 .44 B,.54 8,670 1

2 Z0 i , 00 3,48 "2 .00 14,25
3 i 50 ay.71 1,07 35, 24 &, %
+ 4 137,20 O, 20 SRS, 00 187,20

Como pode-se observar atravées da TABELA 455, a
atividade especifica na elapa de numero 23 sofreu uma queda em
relagdo A anterior, demonstrande com isso, a necessidade de se

melhorar o processo de purificagdo.
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473 - Estabilidade térmica da enzima apos
precipitacdic com etancl e apés coluna
PEAE~celulose seguida de  precipitagdo
com etanol
Realizou~se esgtudos da estabilidade térmica da
enzima invertase com intuwito de acompanhar a purificagdo. Os
resultados obtidos encontram-se reunidos nas TARBELAS 456, 457,

458 & 459

TABELA 456 Estabilidade a temperatura de 56°C.

r Terpoch  Atividadetl, Ll In (A7R0)
8.8 7,7 o, 207
8,50 8,75 -8, 456
1,60 2,54 -1,424
1,50 1,43 -1, 684
1,75 1,86 -1,986
2,08 v, 78 ~2,4p0
2,25 2,60 2,545
2,50 B, 34 -3, 125

FABELA 457 Estabilidade a temperatura de 58 C.

Tempoimind  Biividade{l.i mi) s 165000
&, 88 &, 48 &, 808
ig. 8 6,49 -8, 885
38,8 2,52 ~4, 244
58,8 i.84 ~2, 8%
58,8 &, 68 -2, 64k
78,0 @, 38 -3, 483
84,8 #,20 -3, 745
56,8 &, 09 -4, 568

108, 8 8,83 -%,314
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TABELA 4.58Estabilidade a Lemperatura de 60°C.

Tempoimind  Atividadedl, I/mbd In {/8e)
& 9 3,68 8,808
19,8 1,58 -8, 633
8.9 8,58 ~%,%74
36,8 2,09 -4,349
48,8 8,82 ~3, 483

TABELA 450 Estabilidade a temperatura de 62°C.

Tenpoiminy  Atividadetll, I/m]} In (R/as
@.8 4,86 a, ana
1.8 LS -8 83
g8 3,24 -@, 228
3.8 2,78 ~§, 375
4.8 2,68 ~B, 423
5,8 2,32 - @, Gle

As tabelas acima mostram o decatmento com o tempo
ds atividade enzimatica a diferentes Lemperaturas de incubagfo.
Considerando cinética de primeira ordem para a

inativagic térmica, O dades obtidos experimentalmente foram

normalizados através da sgquacio
InCAAAc> = K L. {4213

Obteve-se assim as constantes de desativagio Kd

pelos coeficientes angulares das retas, como mostrade na TABELA

4.60,
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TABELA 4.60 Valores de K g =™ func3c da temperatura.

Tempill Kdiismin) in kd 77 4/
9b 8,8283 -3, 87 3. 84E-3
58 a, #548 -3, 386 3,82E-3
134 @, 1408 ~1,%24 3,8RE-3
&2 86,1128 ~%,189 2,38E~3

Para o© calculo da energia de desativagie da
enzima, colocou-se os dados na forma da eguacio de Arrhenius e
graficou-se em fungdo da temperatura (FIGURA 4.69>
Kd = K.expC(~Ea/ET>? o {4.22>
In Kéa = In K ~ E4/RT {4235
orsde
Ka = constante de desativagBo da enzima
K = constante de proporcionalidade
Ea = energia de desativagio enzimatica
R = constante dos gpases ildeais (1.98 calrsg mol K>

T w temperatura abscluta (°K>
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FIGURA 4.69 Ajuste dos dados experimentals das constantes de
desativagaio Kd em fungic da temperatura

Dbteve-se o valor de Ed w £i043 calrsgmol e &
expressic para determinar valores e }{d, dada atraves da seguinte
equacio:

uo

Kd- 1.22%10° exp{~30830DT>

Para a enzima apts coluna DEAE-celulose, seguida
de precipitacgBc por etanol, os resultados encontram-se reunidos

nas tabelas a seguir.
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TABELA 4.61 Estabilidade da enzima purificadas, temperatura de

56°C

Tepoimind  Atividade{d. l/mD) In {8/8¢)
2.8 175,42 2,008
é.58 137,82 -8, 241
i,80 114,54 ~§, 428
1.58 94,84 -8,4856
2,80 78,89 ~-@,.48%
2,58 £9,43 ~B,927

TABELA 4.62 Estabilidade da enzima purificada, temperatura de

58°¢
Tempoimind Atividadeit. I/mly in (Aol
&, 8a 168, 4% g, 800
12,9 186,49 ~@, 443
24,4 62,43 -8, 345
£R.8 23.7% ~$, 914

TABELA 4.563 Estabilidade da enzima purificada, temperatura de
60°¢

Terpoimind  ftividadety, I/mi} in (/e
@,a 184, %% . e
ia,d 94.84 -8, 789
28,8 42,84 ~5,314
28,8 32.9% ~1,737
44,8 85,23 ~2,463
oe, 8 15,234 ~4,49%
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TABELA 4.64 Estabilidade da enzima purificada, temperatura de

s2°¢.
Tempoiming  ftividade(l, I/nD) in (B/R0}
a,e 181,18 é, poe
5,8 474,28 -8, 856
2.8 153,83 -8, 164
3;8 133)14 _Bfgﬁg
4,8 112,89 -8, 488
o & 4%,58 ~B,3%9
Também nesse  caso, oz dados  obltidos  foram

normalizados através da equagdo 422, obtendo-se assim as
constantes de desmativagio de&ios coeficientes angulares das

retas, como mostrado na TABELA 4.65.

TABELA 4.65 Valores de K em funcHo da temperatura

Tempil) Racd/miny In ¥4 171
6 #, fds ~5,. 873 3,84E-3
54 @834 -3, 469 3, 82t-3
&8 B, Bl ~%, 848 3, 888-3
b2 8,488 -2, 871 2,98£-3

Para ¢ calculc da energia de desativagio da
enzima, colocou~se os dados na forma da egquagic de Arrhenius e

graficou~se em fungfo da temperaliura, como mostrado na FIGURA

4.76.
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expressio para determinar valores de kd era !

O wvalor de Ed obtido foi de 93864,9 cal/gmol e a

k= 3,1910°° exp (- 47405./T>

Pode~se agora relacionar o tempo de meia vida da

enzima apéts precipitagBc com etancl e apéds DEAE-celulose seguida

de precipitagBo com etancl (TABELA 4.662

TABELA 4.66 Tempos de meia vida {t,1/2

etapas de purificacgdo.

estimados

para as duas

TLeCY Etapa I Etapa 11
Fadsl ©,47 min 14,07 min
pad ] 16,00 min 2%,88 min
5o 28,00 min 1,41 horas
"% %O, 14 min 2,40 horos
nZ i,4% horos 8,30 horoas
LiTs] a,08 horas 2, 4% horas
43 2,05 horas B,57 dias
40 2,80 dias ep 76 dias
s 14,09 dios 2,97 anos
30 on,27 dias 27,648 anos

Etapa I - apés precipitagfo com stancl

Etapa 11 - apés coluna DEAE-celulose seguida de precipitagdo

etanol .

com

enzima, tem-se um aumento na estabidade.

Come pode-se observar,

a medida que me purifica a

OQuando comparade com

dados da Lteratura <192 verifica-se o mesmo comportamento para

baixas temperaturas, sendo gue

estabilidade da enzima para essas temperaturas.

ooeOrre
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4.74 = CQCaracterizac8o cinética da enzima apés
precipitacdc com etanol
A TABELA 4.67 wmostra dadoz de taxas iniciails de

reacgio obtidos para enzima na forma livee & 40°C ,pH 52.

TABELA 4,67 Taxas inicials de reaglc em fungdo da concentragio
de substrato.

Substratoimg mi? VU X/ miD
V.8 459, B
10,0 Baa, 4
15,0 T
2O, D P5e, %2
2%.0 4120,84
ser, O 1991, 40
100, 0 1GOE B S
200, 0 1Bis, 54

Gonsiderando~se o modelo cinético de inibigdo pelo
substrato e colocando~se o dados na formsa de

Linewever-Burk, obteve~se o grafico como mostrado na FIGURA 4.71
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FIGURA 471 Forma de Linewever-Burk aplicada aos dados
experimentals para a enzima precipitada com
etanck,

Da CUrva tirou-se o valor da constante de

Michaelis~-Menten (Km» & Vmax.

Verifica-ss gque ha uma linearidade entre 1/v e
i/m, paraz baixas concentracfies de substrato, permitindoe nesta
fase obter um valor de Km igual a 0,662 molsl e um Vmax igual a

2037 Ulrsml
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V =~ CGONCLUSOES.

5.1 -~ Nos estudos reallzados com wvistas a melhora
da produtividade e rendimente de obtengSc de invertase por
Kituyveromyces bulgaricus ATCC 16045, quatro Feormas diferentes de
processoe  fermentativo ( batelada =simples, batelada alimentadsa,
aontinue  em  reator  duple estégio &  continuo aom  océlulasg
imobilizadas? foram efetuados. Destes estudos conclui-se gue:

O processc com batelada alimentada introduziu uma
pequena melhora em relaglio a batelada simples, aumentandos no caso
a produtividade em #6884 X% e o rendimento 208 ¥,

O processo continue de fermentagdo mostrou ser
mudto mals apropriado guer seja com células Hvres ou com células
imobilizadas. Issc se deveu certamente pela possibilidade de se
operar os reatores com limitagUes de substrato, o gue minimizou o
efeito de inibigBo. Neo caso de cébulas Hvres houve um acréscimo
de 2T8% % na produlividade e 412 ¥ no rendimento, enguanto que o
processe  com  células  imebilizadas, o mads eflcdenie de todos,
rezultou num acréscime de 3021 ¥ na produtividade e 1284 ¥ no
rendimento, se comparados com bateladas simples,

52 No astudo oingtico de cresciment.o do
microrgardsme e produgdo de enzima, foram realizados snsaios em
fermentagBo am batelada e Tfermentagio continua, utilizando-se das
técnicas de pertubacdo dos tipos pulso em degrau, com Lrés
diferentes substratos {macarose, glicose o frutosed. Az
conclhusBes que podem ser extratdas desta etapa s3cp as seguintes:

As experiéncias de fermentagdc em batelada com

sacarose, glicose £ frutose mostraram gue existem duas fases
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distintas no processo; a primeira de degradagdo intensa do
substrato com rapido crescimento da massa celular ( p = 0,42
porém com baixa producBo de enzima (dP/dL = 0,050 UlL/mlh), a
segunda, gue se inicia apés a exaustio do substrato inicial, com
Iento crescimento do microrgandismoe ( u = (3,058 R aceleragdo
da preduclio da enzima ( dP/dt = 0,39¢ UL/mlh). Por outre lado,
evidenciou-se o carater constitutive da enzima, sende esta
produzida mesmo na auséncia do substratoe sacarose, no Caso gquando
a fonte de carbono para o microrganismo era glicose ou frutose,
com atividades finais praticamente idénticas em todos os ensalcs
efetuados,

As experiéncias de fermentaglco continua com
periurbagBo tipe pulse colocaram em evidéncia o efeito inibitdrio
do excesso de substrato na produgBo da enzima. A taxa especifica
de produgBo da enzima qu) para os substratos sacarose, glicose e
frut.ose, diminuiram apbds € puls=o, respectivamentea, de 1730
g9i/gh para 613 Ul.gh, 146% Ul gh para 200 Ul.rgh, 1846
il g.h para 590 Ul gh

As experiéncias de fermentagdc continua com
perturbacac tipo degrau foram um instrumento valloso para a
caracterizagdo ginética do Processo de erescimento do
microrganismo € obtengBo da enzima, & foram roalizados lgualmente
0T 3 trés substratos, Sacarose, glHcose & frutose, am
diferentes concentracBes. Foi evidenciado que o microrganismo nAo
sofre inibig3c para o substrato nas faixas de concentragBo
utilizadas e que segue, portanto, o modelo clasmico de Monod para
o orescimento microbiano. Neste sentido observourse gque © H, &

i

praticamente £ mesmD qualguer gue se ja o subgtrato e

228



aproximadamente igual 0,24 h' As constantes de saturacdc j&
diferem entre si » sdc para sacarose, glicose ¢ 2 frutose,
respectivamente, 1.4%107% molsl, 115810 ° e 17710

A tentativa de modelagem da produgio da enzima
levou a constatacic de que a taxa especifica de produgdo qp &
diretamente proporcional a taxa especifica de crescimento (qpu o
Y, onde a = 21000 U-I./gcel, para baixos wvalores de concentragio
de sacarose, glicose e frutose { reator operando sob limitagde do
substrato 3, e que sofre wna dr&stica inibigdo com um  pegquenoc
actumulo de substrato. Esta inibigBo foi do tipo exponencial < q_=
qpmax emS/ki) onde as congtantes de inlbigio foram para sacarose,
glicogse & frutose respectivamente 0,0181, 02,0023 e 0,009 molAlL

Desta forma o modelo final para crescimentio e produgdo pode ser

dado pelas equagles:
& it F

pﬁ#mme*S'K‘*G‘K*F
= =] ¥

{8 K+ OUK, - FAK. )
(%73 14 T F

qpn o poe

543 Oz ensaios para caracterizacic da enzima
levaram &z seguintes conciusles:

Quanto mailor a pureza da enzima major & sua
estahilidade. Apoés purificagdo em coluna de troca idnica, o tempo
de meia vida & superior a 37 anos, nums temperatura de 30 ¢

Considorands, s partir da dedoo da Ooobo Meseragprard
273 gque esta enzima tem atividade maxima a Sﬁoﬂ mas gque a 4()‘&0
emta amtividade ainda mantém 60 ¥ da atividade maxima, € possivel
prever gque um reator poderid operar nestas condigBes por mais de

trés meses que ainda mantera B0 % da atividade existente no
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intcioc da operacdo. Industrialmente, este ¢ um dado de grande
relevancia pois indica que a2 enzima € suficientemente estavel
para tornar sua aplicagSo industrial economicamente viavel. Além
disso, alguns autores (20, 102> verificaram gque a invertase
gquando imobilizada pode melhorar sua estabilidade em determinadas
condighes de operagdo, aumentando ainda mals seu tempo de meia
wida,

0 estudo de cingtica enzimatica mostra gue a
enzima segue o modelo de Michaelis-Menten. O valor de meu 2037

Hl.-ml e K = 00,0662 molsl estéa proéoxime de valores obtidos por
Ly

Cabral (200 & Ribeire 102> para invertase comexcial da Rove

Industri.
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