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RESUMO

Estudou~se a Fermentacdo Semi-Sélida (SSF) do farelo de
arroz para a produgdo de amiloglicosidase (E.C. 3.2.1.3) por
Aspergillug niger NRRL 3122. © trabalho foi dividide em 4
fases: otimizacdo dos parametros fisico-guimicos; S5F em
reatores de coluna; caracterizagdo cinética da enzima;
determinacdo da condutividade térmica do farelo fermentado,

Na primeira etapa utilizou-se a estratégia de Planejamento
Experimental para a otimizacdo e modelagem das 6 varidveis
escolhidas: temperatura e tempo de fermentacdo, umidade do
meio, concentragdo de inerte no meio, concentragic de esporos e
tempo de esterilizacdo. 0s experimentos foram desenvolvidos em
embalagens flexiveis de polipropileno, e a metodologia
consistiu em realizar um Planejamento Fatorial ¥Fraciondrio, um
Caminho de Ascendéncia Méxima e dois Planejamentos Compostos
Centrais. Os tempos de fermentacdo e esterilizacie foram as
variaveis mais importantes, e os modelos matemdticos obtidos
apresentam um nivel de confianca acima de 95%. 0Os melhores
valores encontrados para a atividade enzimatica do farelo
fingico nio purificado estdo acima de 800 TU/Ytare1o -

Para os fermentadores de coluna com leito fixe determinou-
se o efeito da aeragdo sobre a producdo da enzima, utilizando-
se vazbes de 0 a 150 ml./h/Qmeic. 08 valores maximos para a
atividade do farelo foram de 1700 IU/Yearero, Sendo o valor de 60
Mla;/N/Queio adotado como suficiente para uma boa oxigenacdo do
meio e Otime para a producido da enzima. Varia¢@es na densidade
aparente do melo entre 586 e 858 ¢/l nido mostraram influénecia
sobre a atividade enzimética e a produtividade. Os perfis e
gradientes de temperatura levantados para estes reatores
mostraram © mecanismo de condugdoc radial come o maior
responsavel pela remocdo do calor metabdlico gerado. A
condutividade térmica do meio semi-sdlide fermentado foi
descrita pelce seguinte modele: k = 47,5080 + 0,0115%d,,
+ 0,1295%70 - 6,0737*In{dy) = 5,5555*1n(U)

Os ensaios cinéticos indicaram o valor 2,30 % 0,39 g/l
para a Constante de Michaelis-Menten e maxima atividade
enzimatica a 55°C e pH 4,6, Nos testes de estabilidade o pH 4,4
se mostrou o mais indicado. O valor calculade para a energia de
desativacdo enzimatica foli de 31,98 Kcal/gmol, e a axXpressio
encontrada para a constante de desativag@o térmica, a seguinte:
Ka (h7) = 8,0478x10%0, ¢ 16353/T
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SUMMARY

This is an experimental study of solid-state fermentation
(58F) of rice bran to produce amyloglucosidase (E.C. 3.2.1.3.)
by Aspergillus niger NRRL 3122. The research was conducted in 4
phases: optimization of physico-chemical parameters; S8SF in
fixed~bed columm reactors; characterization of enzyme kinetics:;
determination of thermal conductivity.

An  experimental design strategy was employed for
optimization and modelling of 6 variables: fermentation time,
fermentation temperature, moisture, inert concentration, spore
concentration and sterilization time. Experiments were
conducted in flexible packs of polypropylene. The methodology
involved the development of a Fractional Factorial Design, a
Steepest Ascent Path and two Central Composite Designs. The
most significant parameters were found toc be the fermentation
and sterilization times. The mathematical models presented a
significance level of over 95%. The greatest values for the
enzyme activity of non-purified mouldy bran were above 800
10/ 9pran -

The influence of aeration on enzyme production was
determined for the packed-bed columm fermenter, using flow
rates of 0 to 150 ml.i:/h/Gmeaim. Highest values of enzyme
activity were 1700IU/Goran and 60 mlay/h/Greasm. Fixed beds packed
with 586 and 858 g/l did not influence on enzymatic activity or
productivity. Temperature measurements within the bed showed a
radial conduction mechanism as mainly responsible for
dissipation of the metabolic heat generated, The thermal
conductivity of the mouldy bran was represented by the model: k
= 47,5080 + 0,0115%d,, + 0,1295+*0 - 6,0737*1In (dap)
- 5,5555%1In{U}.

Kinetcs experiments revelaled a Michaelis-Menten constant
of 2,30 £ 0,39 g/1, and maximum enzyme activity at 55 °C and pH
4,6. Better stability was attained with pH 4,4, The
deactivation energy was calculated to be 31,98 Kcal/gmol, and
an equation was established for the thermal deactivation
constant : Kq(h™) = B,0478 x 1070 o 16153/1

xviii



1.INTRODUCAO

A producdo de enzimas amiloliticas teve inicio no COMego
deste século, em decorréncia do interesse industrial da
produgdo de glicose a partir de materiais amiléaceos. Coube a
Takamine o mérito de ter desenvolvido, no inicio deste século,
0 primeiro método de produgio microbiolégica de enzima enm
grande escala - a «-amilase fUngica "Takadiastase". Desde
entao, as técnicas e os processos utilizados para este fim
foram aprimorados. Também, foram isoclados ou desenvolvidos
microrganismes capazes de produzir enzimas em altas

concentracdes,

Atualmente, o mercado mundial de enzimas industriais tem o
valor comercial estimado em torno de US$S 1,5 bilhidc ao ano,
enquanto gque o brasileiro, de acorde com a Carteira de Comércio
Exterior do Banco do Brasil, gira ac redor de USS 35 milhdes,
ou seja, algo em torno de 2% do total (BON,1995). A
amiloglicosidase, uma das mais produzidas e comercializadas,
corresponde a fatia de, aproximadamente, 10% do mercado

mundial,

A produgdo comercial de uma enzima envolve as etapas de
produgdo, separag8o, recuperacdo e purificacgdo da enzima. De
acorde com RODRIGUES (1993), os equipamentos pPara 08 processos
de separagdo e purificagl#o podem representar até 90% do custo
final de um produto obtide por fermentacéo. A possibilidade da
obtengdo de um produto enzimdtico, com alta concentracio de
amiloglicosidase, e que dispense estas etapas (ou parte delas),
pode vir a ser uma técnica economicamente vantajosa, podendo
ser utilizada pela agroindistria, que, diferentemente do campo
farmacéutico, nem sempre necessita de produtos altamente pUroes.

A fermentacio semi~sdlida (88F) usando substratos
facilmente disponiveis e de baixo custo vem sendo empregada,
predominantemente, em paises orientais, na obtencdoc de produtos
de importdncia comercial. Estudos comparativos dos Processos
submerso ¢ semi-sélido mostram vantagens e limitagdes de ambos



0s lados. No entanto, conforme GUTIERREZ-ROJAS & TORRES (1992},
para os paises subdesenvolvidos, ou em Fase de desenvoelvimento,
onde a crise atual e a globalizacdo da economia mundial nie
permitem acompanhar, nem de longe, a c¢rescente revolugéo
biotecnolégica, os processcs SSF apresentam uma oportunidade
impar a ser considerada. 0s conhecimentos atuais dos processos
fermentativos indicam que a decisfic histérica tomada por alguns
palses de ignorar o sistema SSF nfo foi apropriada, pois o
desenvolvimento, concomitante, dos dois métodos os teria
colocado em um estdgioc bem mais elevado que o atual.

Neste ponto cabe ressaltar a importancia da cultura do
arrez na agroindidstria brasileira. © beneficiamento deste
cereal gera de 7 a 12% de farelo e de 17 a 22% de casca,
dependendc do tipo de processo, tipe de arroz e tipo de
cultivo. Parte da casca & usada como combustivel pelos préprios
engenhos e o restante, aproveitado para racdes,
acondicionamento de solo e adubo. O farelo & utilizado para
extracédo de 6leo comestivel e como forragem para alimentacdoc de
suinos e gado leiteiro.

Os Processos fermentativos envolvem  uma série de
varidvels. De acordo com SAUCEDO~CASTANEDA {(1982b), mesmo em
laboratério, o sistema SSF é& afetado por diversos fatores, gue
incluem: (a) pré-tratamento do sélido; (b) composicio do meio;
(c) pH inicial do meio; (d) condicdes de autoclavagem; (e)
forma, idade e qguantidade do inédcule; (F) agitagéo; (g)
aeragdo; (h) temperatura; (i) umidade do meio: (i} umidade no
fermentador. A interagfo das varidveis tem merecido atencédo
especial em estudos de processos submersos; estes, porém, sio
ainda escassos para os semi-sélidos.

BOX et alii (1878) afirmam que a decisio de adotar um
metodo de planejamento experimental para a realizacio de um
estudo envolvendo muitas varidveis permite a verificacio dos
efeitos individuais e de interacdc de todas as variiveis sobre
a resposta. O método também permite a modelagem empirica dos
resultados em funcdoe das variaveis escolhidas.
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O calor gerado em fermenta¢des sdlidas para a producdc de
enzimas, biomassa e &cidos & da ordem de 3200 kcal/h/KQuateria secs
(GHILDYAL et alii,19%993). Fica claro gue tal calor leva a uma
rapida elevagdo da temperatura do sélide fermentado. Logo,
torna-se fundamental sua remocdo. SAUCEDO-CASTANEDA at alii
{1880} citam a importéncia de conhecer a contribuicdo da
condugdo e da conveccdo para este mecanismo global de
transferéncia de calor. Com relaclfo & remocé&o do calor gerado
em fermentadores de coluna, GHILDYAL et alii {(199%4) lembram gue
embora os leitos fixos usados em SSF n&c sejam novidades,
estudos experimentais gque quantifiguem os gradientes de
temperatura do substrato sélido utilizado e sua interacdo na
producdo da enzima sdo escassos.

De acorde com LOSANQ et alii (1979), a condutividade
térmica de materiais Dbicldgicos & uma das principais
propriedades de transporte necessadrias & modelagem de processos
nos quais massa e energia sdo trocadas. Seguindo & mesma linha,
HALLIDRY et alii (1995) afirmam ser a falta de valores para as
propriedades termofisicas o passo limitante no uso de modelagem
matemdtica de processos. GOWTHAMAN et alii (1993) citam como
varldveis diretamente envolvidas na transferéncia de calor e
massa a natureza do  substrato e do microrganismo, a
condutividade térmica, a difusividade, a porosidade e o

contetdo de umidade, afirmande serem tais informacdes escassas.

Assim, para um possivel aumento de escala das fermentacdes
semi~sélidas, € fundamental estimar ¢ impacto que a conducdo
poderd ter no sistema de controle de temperatura do reator. No
entanto, nenhum artigo gue apresentasse dados relatives a
condutividade térmica destes meios foil encontradec durante a
elaboracBo da pesquisa bibliogréfica, embora diversos autores
{SARGANTANIS et alii,1993; GHILDYAL et alii,1994; SAUCEDO-
CASTANEDA at alii,199Zb; LONSANE et alii,1992) citem a baixa
condutlividade dos substratos usados nos processos SSF como a
maior limitagdo deste tipo de fermentacio.

Considerando-se o anteriormente exposto, ao  que se
adicienou a importéncia industrial das enzimas amiloliticas, o
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crescente interesse mundial pela fermentacdo em estado sdélide
contrastando com a pequena produgdo cientifica nesta 4rea en
nosso pais, e a possibilidade da utilizacg8oc de residuos e
subprodutos agroindustriais abundantes, optou-se pelo
desenvolvimento do presente trabalho, cuios principais
ohijetivos foram:

~avaliar, modelar e otimizar o efeito exercido sobre
a atividade enzimatica e a produtividade por 6
varidvels do processo semi-~sdlido de obtencio de
amiloglicosidase de Aspergillus niger: temperatura
de fermentacgdce, tempo de fermentacdo, umidade do
meic, quantidade de casca de arroz adicionada ao
melio, concentragdc inicial de esporos e tempo de
esterilizacgdo, usando farelo desengordurado de arroz

como substrato;

~determinar a influéncia da aeracdo e da densidade
aparente do meio sobre a producic da enzima em
fermentador do tipo coluna com leito fixo;

~ohter os perfis e gradiente de temperatura do meio
semi-sdlide durante o processo fermentativo em

coluna com leifto fixo:

~gdeterminar a condutividade térmica do meio
fermentado e correlacionid~la com o tempo de
fermentacdco, a umidade e a densidade aparente do

meio;

~-determinar as caracteristicas cinéticas da enzina
ndo purificada, de maneira a poessibkbilitar sua

utilizacdo em bruto,
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Z2.1.Fermentagiic em Estadec $é&lido

Para a produgdc de enzimas microbianas sdo utilizados,
basicamente, doils tipos de processos, classificados conforme a
guantidade de agua do meic (SARGANTIS et alii,19%3; REROVIC &
DERENCIN,1883; GUTIERREZ~ROJAS & TCRRES, 1992;:; DEL BIANCHI, 1990;
MATORANO, 1890) :

a.Fermentagdo em Submerso (SmF);

b.Fermentagdo em Estado S8élido (SSF), também denominada
Fermentacdo Semi-~S5dlida, ou  ainda, Fermentagdo em
Substrato Sélido.

0 processo SSF €, geralmente, definido como o crescimento
de microrganismo em materiais sélidos umedecidos na auséncia ou
perto da auséncia de &dgua livre (PANDEY,1992b; LONSANE et
alii,1992; CANNEL & MOO~YQUNG,1980b). Entende-se por auséncia
de &gua livre a naoc separagdo ou escorrimento {"dripping") de
dgua da matriz sélida, gque deve conter umidade suficiente, na
forma absorvida ou complexada, para permitir o crescimento do
microrganismo. Para a maioria dos substratos, a agua torna-se
aparente antes do nivel de 80% de umidade, sendo que, abaixo
dos 12% de umidade, praticamente, toda a atividade bioldégica
cessa.

Segundo GUTIERREZ-ROJAS & TORRES (1992), os processos SSF,
cujo esquema genérico de produgdc de enzimas é mostrado na
Figura 2.1, ndo devem ser confundidos com o cultivo superficial
em Placas de Petrl (ou material semelhante). Neste 1ltimo, a
distribuigdc dos nutrientes e de &agua no meio ¢ homogénea,
enquanto que a distribulg&c heterogénea dos componentes é uma
marca dos sistemas SSF. Esta diferenca ¢ marcante guando se
comparam 0s padrdes de difusfo dos nutrientes, &gua e oxigénio,.
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Figura 2.l1.Fluxograma de producéo de enzimas extracelulares por
S55F {GUTIERREZ~ROJAS & TORRES, 1882)

-+

A Tfermentacgdc em estadoe sélido & tida como o mais antigo
processce fermentative wusade pelo homem. © uso do molho
fermentado de soja "koji"™ remonta a mais de 1000 anos no Japido,
&, provavelmente, a 3000 a.C. na China (PANDEY, 1992b;
HESSELTINE,1877a). O preocesso SSEF chegou ao Ocidente em 1814
quando Takamine fez crescer Aspergillus oryzae em farelo
unmedecide. O produto foil usade na tentativa de substituir o
malte nas destilarias (CANNEL & MOO-YOUNG,1980). Com o advento
da indistria da penicilina, o sistema S5S5F fol negligenciade e,
a partir de 1940, com a Segunda Guerra Mundial, esforcos foram
direcionados para o desenvolvimento do processo submersc. O

Oriente ndo fez a mesma opgdo, e esforgos foram concentradeos no
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sentide de desenvolver o processo S$SSF, inclusive com a criacio
de plantas automatizadas, a fim de se obterem vantagens
econdmicas significativas sobre o sistema SnF (LONSABNE et alii,
18982y, A histdria e oz avancgos do processo S8F tém side
abordados por diversos outros autores., A Tabela 2.1 resume ©
desenvolvimento histdérico desta fermentacdo.

Tabela 2.1.Desenvolvimento da fermentacgdo semi-sdlida

Periodo Desenvolvimento

2600 a.C. producdc de pio pelos egipcios
produgdo de gueijo por P. rogueforti
2500 a.C. fermentacdc de peixe
producdo de "koji"™
Século VIT producgdo de "koiji" no Japédo
Século XVIII produgdo de vinagre de polpas

producédc de Acido galico

1860~1500 tratamento de efluentes

1800-1820 enzimas fungicas

1820~19490 enzimas fingicas, ac. glucdnice e citrico

1940-1950 producidc de penicilina por SSF e SmF

1950-1960 producdo de esterdis por fungos

1960-1980C micotoxinas e alimentos enriquecidos
1980~ varios outros produtes, enzimas, alcool

Fonte: PANDEY, 1992b

Diversos artigos tém discutido as vantagens e desvantagens
do SSF guando comparade com © processe SmEy  porém, uma
generalizacdo das conclusdes € Dbastante dificil (MAIORANO,
1990). As vantagens do 8SF citadas com malior frequéncia, e gue
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tentam Justificar o interesse crescente pelo 55F, s80
apresentadas a segulr (LONSANE et alii,1992; PANDEY,1991;
GUTIERREZ~ROJAS & TORRES,1992; CANNEL & MOO-YOUNG,1280a):

a.menor espago ocupado pela planta e fermentadores para
uma mesma produgdo;

b.pequena quantidade de efluentes para tratamento;

c.obtencdc de produtes concentrados, ou  seja, menor
gquantidade de solvente para extragdo;

d.possibilidade da exclusic das etapas de concentragao
e/ou extracdo;

e¢.reducdo dos problemas de contaminagaoc’

f.substratos simples e de baixo custo;

g.a esterilizacdo do meio é muitas vezes desnecessaria;
h.auséncia de espuma;

i.eliminacéo da necessidade de solubilizagdo do substrato;

j.eliminacic da necessidade de rigoroso contrele sobre
diverses parametros durante a fermentagdo.

Por sua vez, as desvantagens mais significativas
snumeradas na literatura para o processo SSF sdo (GUTIERREZ-
ROJAS & TORRES, 1992; CANNEL & MOO-YQUNG, 1880):

a.os microrganismos utilizados s&c limitados agueles que
crescem em baixos nivels de umidade;

b.dificuldades para remoglo do calor gerado pelo processo

de respiracdo do microrganismo;

c.dificuldade na medida e controle dos nivels de umidade,
pH, oxigénio, gés carbdnico e produtes formados;

d.escassez de dados de engenharia e de projeto para

fermentadores;
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e.necessidade de grandes guantidades de indculo;
f.necessidade de pré-tratamento do substrato.

SHAH et alii (1981} fizeram um eétudo comparativo da
producdo de alfa-amilase de Aspergillus orizae SCM por
fermentacio submersa e semi~sdlida. Chegaram a concluséc de gue
esta Gltima € a mais econdmica. Na obtenglio da enzima em grau
farmacéutico, a maior perda registrada fol durante a etapa de
precipitac@o, com valores de 35 a 45% de perda para © processo
submerso e 20 a 30% de perda para o processo de fermentacgdo de
superficie. Os custos de produgdo alcangados foram de US$ 65,20
por milhic de Unidades Internacionais para a enzima obtida em
submerse contra US$ 0,14 da semi-sdlida.

RAMESH & LONSANE (1%%1), estudando a regulagdo da produgao
de alfa-amilase pelo produto formado, observaram gue em
fermentacdes submersas ocorria uma redugde de 1& vezes na
atividade enzimatica, quande a concentragdo de amido era
aumentada de 0,2 para 1,0%; ao contririo da fermentagao em
estado solido, onde mesmo um aumento de 42 vezes na
concentracio de amido provocava um acréscimeo de 28 na produgdo
da enzima. Esta habilidade da SSF em minimizar,
significativamente, a repressfo catabdélica pelo produto também
pode indicar uma vantagem econdmica pratica para © uso do

ProCcesso.

Trabalhando com a produgdo e purificacdo de protease
fungica, pelos processos SSF e SmF, RAMAMURTHY & KOTHARI {1993}
concluiram gue mesmo com o processo de superficie apresentando
baixo investimento inicial e meio de cultivo de menor valor, os
custos de fabricacdc pelo processo submerso chegaram gquase a
metade dos anteriores, dando a idéis de gque a tecnologia semi-
s6lida seria benéfica somente nos casos de indisponibilidade do
capital necessario para a mailor infra-estrutura requerida pela

tecnologia de cultivo em submerso.

HERNANDEZ et aliil (1982} compararam a producdo de
alcaldéides por Claviceps fusiformis pelo métode
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rradicionalmente usado de fermentagac em subnerse com &
fermentacdo semi-sdlida, tendo como resultade do processo SSF

um aumento na produgio de 3,9 vezes.

2.2 .Biorreatores para S5F

Embora existam numerosas propostas para fermentadores
industriais em submerso, tem sido obtido, na mesma drea,
pequeno desenvolvimento para o sistema S5F. No presente estagio
do conhecimento, a literatura n8o indica um tipo ideal de
biorreator para este processo.

para o estudo dos processos S8F, LONSANE et alii (1992)

indicam quatro possivels niveis (ou estagios):

a.nivel de frasco: com capacidade de trabalhe de 50 a
1000 g, facilita a selegdo de cultura e a otimizacdo das

variaveis & do processo;

b.nivel de fermentador de laboratério: trabalhandc com 5 a
20 Kg de substrato, € usualmente utilizado para
desenvolvimento de indéculo, selegdoc de estratégias de
controle e instrumentacfio e estratégias dos Processos de
Separacio de Produtos ("Downstream Processing”):

c.nivel de fermentador piloto: usado para a confirmagao de
dados obtidos nas fases de menor escala e na
determinacdo da viabilidade do processo. Utiliza de 50 a
5000 Kg de substrato;

d.nivel de fermentador de produgdo: ordem de grandeza de
25 a 1000 toneladas.

PANDEY (19981) apresenta 085 principais tipos de
hiorreatores usados em $88F, citando uma série de estudos
realizados em nivel laboratorial em frascoes erlenmeyer,
béqueres e Garrafas de Roux. O autor enfatiza os fermentadores

usados em escala maior {de bandejas e de tambor) e o

10
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fermentador do tipo coluna; este, com emprego crescente, tanto

em nivel de laboratédério, como em uma escala intermediaria.

2.2.1. Fermentador de bandejas: Usado, provavelmente, ha
mais de 3000 anos. E o equipamento mais simples utilizado nos
processos SS5F. A matéria-prima € umedecida, esterilizada,
rasfriada, inoculada e distribuida em bandejas. Estas sdo
arranijadas umas sobre as outras, de maneira gue figue um espaco
apropriado entre elas para aeracgldo. A fermentacdo ocorre em uma
estufa, que € aqgquecida até o processo entrar na fase
gexotérmica, a partir do gue o ar insuflado trata de manter a
temperatura e a umidade nos nivels deseijados. O processo reguer
grande &area cperacional, e sua operacdo guase impede uma
automacdoc (MOO-YQUNG & CANNEL,19BQ; PANDEY,1881).

2.2.2., Fermentador de tambor {("drum fermenter”): Consiste
de um reator horizontal, de forma cilindrica, com dispositivo
de rotagdc e com entrada e salida de ar. Neste eguipamento, o
crescimento do microrganismo & considerado melhor e mais
uniforme que nos fermentadores de Dbandeja (PANDEY, 1991},
Trabalhos recentes a respeito deste tipo de biocrreator sic
es5cassos, principalmente, em fungdo do crescente avango nos

estudos com fermentadores de coluna.

BEROVIC & LOGAR~-DERENCIN ({1993} <cresceram Aspergillus
niger P26 em um fermentador horizontal, do tipo tambor, para a
produgdo de pectinase tendo comoe substrato, pectina de macgid. A
esterilizacgdo do substrato foi realilzada ne préprio
fermentador; porém, houve problemas de peletizagio e
aglomeracdo das particulas.

SARGANTANIS et alii (1983) usaram um fermentador de tambor
rotativo de acrilico para estudar o efeito das condigdes de
operac&o em SS8F. 0s dados obtidos do consume de substrato
{(farelo de milho) & do crescimento do fungo Rhizopus
oligosporus NRRL 2710 foram comparados com resultados de

11



Z.Revisdo Bibliagréfica

simula¢des. Trabalhando com variacgdes na vazio de ar, na
temperatura e na umidade relativa do ar na entrada do
fermentador e no coeficiente global de transferéncia de calor,
observaram a ¢grande eficiéncia deo resfriamento evaporativo
{"evaporative cooling”™) no controle da temperatura e do
conteudo de umidade do meio.

2.2,.3. Fermentador de c¢oluna: Consiste de um tubo pléastico
ou de vidro, colocado na vertical, com um leitoc fizo de
substrato, c¢om tampa de ambos os lados, podendo ter um
encamisamento externo para controle de temperatura através da
circulacdo de dgua. Alternativamente, o controle de temperatura
pode ser feito pela manutengdc do conjunto tode em uma
atmosfera controlada. De acordo com SAUCEDO~-CASTAREDA et alii
(1992b), entre os varios tipos de fermentadores disponiveis
para S5F, este & © que mais se adapta ao aumento de escala
{"scale-up®) e ao controle de processos,

Foi desenvelvido por RAIMBAULT & ALAZARD {(1980) o trabalho
considerado como o primeiro grande impulso nesta linha de
pesguisa. Tals autores descreveram ¢ crescimento de Aspergillus
niger em farinha de mandicca. O fermentador utilizado possuia
210 mm de altura e 22 mm de difmetro, com capacidade para 20 g
de material sdlido, e era aerado com 4-6 1/h de ar saturado. A
velocidade de crescimento & a produgdo de células obtidas foram
similares aguelas descritas, na literatura, para o cultivo em

submerso sob condicdes Stimas.

AURIA et alii (1993} propdem o uso da perda de carga
{AP/L) ao longo do leito fixo como alternativa para medidas
"on~line® qualitativas, e sobre certas condigles quantitativas,
da producic de biomassa {Aspergillus niger) em fermentadores de
coluna. O fermentador utilizado tinha 20 mm de didmetro interno
e 65 mm de altura do leito, tendo como substratos distintos
farelo de trigo, bagago de cana e uma resina sintética
{Amberlite IRA~300}), que feoi embebida em meic nutritive
composto basicamente de sacarose.,

12
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ANTIER et alii (1893) utilizaram um biorreator com leito
de 150 mm de altura e difmetro interno de 20 mm, carregado com
20 g de polpa de café com 60% de umidade. © controle de
temperatura fol realizado pela manutencio do fermentador em um
banho termostatizado. A finalidade dos autores foi a de
produzir pectinase usando Aspergillus niger CH4 e mutantes
destes fungos. Apresentaram ao final do trabalho um protocolo
de isolamento seletivo de cepas de fungos mutantes que melhor
se adaptam as técnicas de SSF.

AURIA et alii (1992), usando um leito homogéneo e inerte
{Amberlite IRA~3%00), conseguiram wmedir as variacdes nos
coeficientes de difus8c efetiva para gas carbénico e oxigénio
durante uma fermentacdo semi-sélida em reator de coluna. O
crescimento de Aspergillus niger foi realizado em um reator com
74 mm de altura de leito e 20 mm de didmetro, onde foi possivel
empacotar 5 ¢ de suporte seco, sendo a aeracic realizada pela
parte superior do fermentador a uma taxa de 10 1/h. Foi
verificada uma reducldo nos coeficientes e na porosidade do
suporte com o aumento da bilomassa. Entretanto, nenhuma relacido

fol apresentada, devido, segundc os autores, a complexidade do
crescimento de fungos filamentosos.

SAUCEDO~CASTANEDA et alii (1882a) wverificaram gue o
gradiente de biomassa formado a diferentes alturas do leito de
um biorreater de coluna poderia ser eliminado através do
controle da taxa de aeracdo do sistema. A estratégia de
controle utilizada foi manter a concentracéo de gas carbdénico
na saida da coluna em torno de 2%. 0Os resultados para o
crescimento de Schwanniomyces castellii CB82863, em  um
fermentador com leito de 900 mm de altura, mostraram a grande
eficiéncia do controle proposto.

SAUCEDO~CASTANEDA et alii {1992b) desenvolveram, segundo
eles proéprios, © primeiro “protocolo realmente cientifico” para
"scale-up" de fermentadores de coluna usados em processos SSF.
O critério adotado foi a manutencdoc dos balancos de calor e
dgua do melo constantes. Os reatores utilizados possuiam
capacidades de 10, 60, 370 e 4100 g de meio sintético,

13
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composto,  basicamente, de amido c¢omc substrato para o
crescimento de Schwanniomyces castellii (CBS2863, levedura
produtora de enzimas amiloliticas e etancl. A produtividade em
etanol foi semelhante nos quatro fermentadores, bem come, o
consumo de oxigénio, produgdco de gas carbdnice e taxas de
cregscimento.

GUMBIRA-SA'ID et alii (1992} construiram um fermentador de
coluna diferenciadeo. Tal equipamento, além de permitir o
crescimento de Rhizopus oligosporus UQM145F, sob um substrato
amilaceo para enriguecimento protéico, também permitia a
secagem do produto fermentado no préprio biorreator. O cultivo
fol realizado com um fluxo de ar de 12,5 1/min a 37-40°,
engquanto gue na secagem, © ar era alimentado a 55°C, a uma
vazdo de 125 1/min durante 180 min.

Um modelo matematico para simular a geragio e
transférencia de calor em biorreatores de coluna para SSFP foi
proposte  por SAUCEDO-CASTANEDA et alii {1990). Os estudos
experimentails foram realizados em um fermentader wvertical com
volume ntil de 1000 ml, empacotado com 450 g de farinha de
mandioca e inoculado com Aspergillus niger., A transferéncia de
calor fol avaliada através da estimativa dos ntmeros
adimensionais de Bilot e Peclet. Segundo os autores, a condugio
através do leite fixo foli a principal resisténcia a
transferéncia de calor.

LOPEZ-ULIBARRI et alii (1989), trabalhando com o©
enriquecimento protéico de farinha de mandioca com Aspergillus
niger, mostraram a importéncia da gelatinizacgdo para posterior
fermentagio semi-sélida em coluna empacotada. Variando tempo e
temperatura de gelatinizac8o, os autores chtiveram aumento de
até 4 vezes na proteina produzida.

BARRIOS~GONZALEZ et alii {1988) mostraram que & possivel
produzir penicilina através do processe 8§SF, em reator de
coluna, usando bagage embebide em meio de cultura como
substrato. Em estudo comparative, com o processo em submerso, a
penicilina obtida por SSF apresentou maior producdo, menor

14
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tempo de fermentagdco e maior produtividade wvolumétrica. &
grande vantagem apresentada pelo processo S8F fol o fato de ter
sido conduzido sob condigSes ndo estérels, sem problemas de
contaminagdo e degradacdc do produto, comung ao processo
submerso,

LARROCHE et alii (1986) descrevem 08 resultados de
crescimento e esporulagdc de Penicillium rogueforti, em um
fermentador de coluna de leito fixo (50 mm de didmetro interno
e 350 g de substrato} operando na forma de batelada alimentada
{("fed-batch™}. A alimentacdoc, tanto de meio, como de ar (livre

de gas carbdnice), era realizada pelo topo da coluna.

RODRIGUEZ et alii (1585) descrevem a fermentacdo semi-
sélida de casca de citricos por Aspergillus niger QHZ em um
reator de leito fixc. O sistema consistia de uma coluna de 70
mm de didmetro e 200 mm de altura. O ar saturado passava por
uma coluna de absorgdo para remo¢gdo do gés carbénico, sendo
injetado na base do Dbiorreator a uma vaz8o de 0,1 1/h/g

substrato dmido.

2.3.Amiloglicosidase

A amiloglicosidase, ou glicoamilase, { {124} (1-6)~a~D~
glucan glucchydrelase, EC 3.2.1.3, conforme a "Enzyme Comission
of the International Union of Biochemistrv®] & uma enzima
extracelnlar gue cinde as ligac¢des a-1,4 e o~1,6 do amido a
partir da extremidade ndc redutora até glicose (LIN et
alii,1993}).

Além das fragdes amilose e amilopectina do amido, outras
moléculas come malitose, dextrinas e glicogénio sdc hidrolisadas
pela enzima, gue atua também sobre as ligagdes «-1,3. A
amiloglicosidase € uma enzima de indugdc, sendo importante a
presenca de maltose ou amido no meio para sua alta produgdo.
Entretanto, como a enzima € chamada de inducdo ndo tipica, o
microrganismoe a sintetiza, mesme se crescer em glicose como

fonte de carbono {(REGULY,1991).
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A enzima e encontrada no sangue, em meios de crescimento
de bactérias e no malte de cevada; porém, comercialmente, é
produzida por fungos dos géneros Aspergillus e Rhizopus,
assumindo importancia industrial devido & habilidade de formar
menos produtos de reversdo que a hidrélise 4&cida (PARK &
SANTI,1977), bem como & sua alta taxa de conversido do
polissacarideo em glicose. Assim, a amiloglicosidase é usada em
amidos liquefeitos COm alfa-amilase {a-1,4~glucan~4-
glucanohydrolase, EC 3.2.1.1.) para chegar a produtos que serdo
usados como substratos para fermentacdes, ou para a obtencdo
biotecnoldgica de glicose e dextrinas. NIGAM & SINGH (1995)
apresentam um esquema (Figura 2.2) capaz de localizar a
glicoamilase entre as enzimas degradadoras do amido.

Da mesma forma como aceontece com outras enzimas fingicas
{celulases e pectinases, por exemplo), SCHMIDELL (1986) afirma
que, guando se produz amiloglicosidase, ndo se obtém um sé tipo
de molécula. O autor cita uma série de referéncias a respeito
da existéncia de duas isoenzimas, amiloglicosidase I (com peso
molecular de 99.000 Da) e amiloglicosidase II (112.000 Da),
resultantes da producdo por Aspergillus niger. Para o cultivo
de Aspergillus awamori & mencionada a presenga das
amiloglicosidases I, 1I' e II.

Outros autores também referem-se A presenca de diversas
formas destas iscenzimas (FUTATSUGI et alii,1593; FOGARTY &
KELLY, 1990; HAYASHIDA et alii, citado por MATSUMURA et
alii,1988; FOGARTY & BENSON,1983). RAMASESH et alii {1982)
trabalharam com amiloglicosidase de Aspergillus niger e
isolaram duas isoenzimas, com pesos moleculares de 69.810 e
85.130 Da. As duas formas eram diferentes em todas as
caracteristicas testadas: conteldo de carboidratos, pH e
temperatura o6tima, Em e energia de ativacdo. Os autores também
citam artigos onde foram identificadas e caracterizadas de 2 a
4 1iscenzimas de amiloglicosidase produzida por Aspergillus

niger.

16



Z.Revisdc Bibliografica

— Endo~o~1, 4~Glucanase g-Amilase

~0~1, 4-Glucanases - —Exomaltchexahidrolase
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LoExo-a~1, 4-Glucanase w.-Exomaltoretrahidreolase
—f-&milase
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amiloli- |
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L Iscopululanase

Pululanase
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Isocamilase

-a—-1, 6-Glucanases —

L. Exo-~a~1, 6~Glucanase Exopululanase

Figura 2,.2.FEnzimas amileliticas

As amiloglicosidases atuam na faixa de pH entre 3,0 e 5,0:;
estande ¢ pH de malor estabilidade da enzima no intervalo de
4,0 a 5,0 (FUTATSUGI et alii,199%3; SCHAFHAUSER & STORY,1883;
ZANIN, 1988). A temperatura 6tima da enzima s£ encontra, na
maioria das vezes, entre 50 & 60°C (YAMASAKI & KONNO,1991;
RAMASESH et alii,1982). FOGARTY & BENSON (1883) isolaram uma
arniloglicosidase de Aspergillus niger IMDCCL1203, com peso
molecular de 62.000 Da e temperatura &tima de 70°C. O mesmo
valor para a temperatura otima foli encontrado por FAGERSTROM &
KALKKINEN (1995) para glicoamilase de Trichoderma reesel.
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2.4 Microrganismo

Os fungos filamentosos sdo, sem divida, os microrganismos
mais utilizados nes pProcessos semi-~sdlidos, devido,
principalmente, aocs seguintes fatores:

a.grande capacidade de crescer na auséncia de agua livre;
b.versatilidade de aplicac8es;
c.facilidade de adaptac8oc e manipulacsdo.

Com © aumento de interesse pela SSF, leveduras (SAUCEDO-
CASTANEDA et alii,199%2a; SAUCEDO-CASTANEDA et alii,1992b;
SAUCEDO~CASTANEDA et alii,1992¢; SATO et alii,1988; PANDEY et
alii,1988) e bactérias (PADMANABHAN et alii,1992:; OHNO at
alii,1992; BMIM & ALLAH,1992; RAMESH & LONSANE, 1990} comecam a
ter aplicagdes mais amplas. No entanto, a simples utilizacio de
microrganismos Jj& adaptados a processos em submerso pode nic
ser muito simples. Estudes comparativos entre os dois tipos de
cultivos para uma mesma cepa mostram claras diferencas entre os
tipos de metabdélitos produzidos (SHAH et alii,1991; RAMESH s
LONSANE, 199815 .

Segundo PANDEY (1992b) a selecdo adeguada do microrganismo
¢ um dos mals importantes critérios em se tratando de S5F,
sendo qgue a grande maioria das cepas selvagens (“"wild type™)
sdo incapazes de uma produgdo comercial aceitavel., O autor
apresenta COmo exemplo da importéncia da escolha do
microrganismo o fato de gue uma cultura de Aspergillus niger
pede produzir cerca de 20 tipos diferentes de anzimas; ao mesmo
tempo qgue a enzima alfa-amilase pode ser obtida a partir do
cultivo de mais de 28 cepas distintas.

Diversos sdo os microrganismos produtores de
amiloglicosidase; no entanto, conforme SCHMIDELL (1986), apenas
espécies dos géneros Aspergillus, Rhizopus e Endomyces tém sido
empregadas em Processos industriais, destacando~se o
Aspergillus niger e o Aspergillus awamori. De acordo com o
mesmo autor, a preferéncia pela amiloglicosidase de Aspergillius
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se deve a sua malor termoestabilidade e baixa atividade de
transglicosidase. NIGAM & SINGH {1995) em trabalheo recente
confirmam a afirmacio anterior quanto ao tipo de cepa usada
industrialmente.

PANDEY (1992a} wutilizou uma cepa de Aspergillus niger
isolada anteriormente em sen laboratério para estudar,
separadamente, o efeito da umidade inicial do meic e do tempo
de fermentacio, na producgdo de amiloglicosidase, por
fermentacdo semi-sélida. O substrato utilizado foi farelo de
trigo e os fermentadores do tipo bandeja. Foram estabelecidos
como condigGes Otimas de cultive a umidade inicial de 50% e
tempo de fermentaciio de 96 horas.

PANDEY & RADHAKRISHNAN (1992), estudandoe o efeito da
compactacdc do meio e da aeracdo em um fermentador horizontal
de leito fixo, na producdo de amiloglicosidase de Aspergillus
niger, concluiram, como ideal, a vazdo de 6 1/h de ar saturado.
Observaram também, a existéncia de um comportamento semelhante
entre as duas varidveis; entretanto nenhum estudo sobre esta
relacdo ou sobre a interacio delas foi realizado.

Estudande a influéncia de fontes de nitrogénio na producio
em submerso de amiloglicosidase por Aspergilius awamori
HRRL3112, CHIQUETTO et alil (15%92) indicam um aumento
significante (40% na atividade enzimatica maxima) na producdo
da enzima quando uma fonte de nitrogénioc organico, como a
uréia, fol empregada.

MITCHELL et alii (1991) trabalhando com glicoamilase de
Rhizopus oligosporus UQM145F desenvolveram modelos matematicos
para a libera¢do e difusfo da enzima, hidrélise do amido do
substrato e geracdo e difusac da glicose. Entretanto, os
modelos falham pela simplicidade apresentada, em comparacio com
0 cardter complexo do sistema real.

ABRAHAM et alii (1989) wutilizaram farelo de trigo para
produzir amiloglicosidase usando uma cepa de Aspergillus niger
que fora isolado pelos préprios autores. A enzima obtida foi
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utilizada para hidrolisar farinha de mandioca, cujo resultado
apontou eficiéncia de 92-94% de hidrélise apéds 16 horas.

Devide ao enorme crescimento da Biclogia Molecular na
Gltima deécada, microrganismos engenheirados geneticamentse,
comecaram a ser utilizados para a producéo de amiloglicosidase.
JOUTSJOKI et alii (1993) reportam a construcdo de uma cepa de
Trichoderma reesei chamada ALKOZ2743 gue teve o© clone da
amiloglicosidase flngica de Hormoconis resinae introduzido em
seu DNA, com o objetivo de aumentar a degradacio das ligacgdes
a~-1,6 do amido em processos de fermentacdo alcobélica. O aumento
no rendimentce de etaneol foi da ordem de 3%; porém, nepnhum

relatoc é feito a respeito da estabilidade da cepa engenheirada
e as caracteristicas da enzima obtida.

Baseados no fato de o Saccharomyces cerevisiae nio
metabolizar cadeias de maltodextrina, WITTRUFP et alii (1993)
implementaram um método de encapsulacidc para isolar uma cepa de
Saccharomyces, denominada MS52, gque foi modificado com a
introdugdo do gene da amiloglicosidase de Aspergillus awamori.
Com os mesmos microrganismos, trabalharam CHEN et alii (199%94),
com ¢ objetivo de obter uma enzima com malor termoestabilidade.
O resultade alcangadoe fol uma enzima com coeficiente de
termodesativacdo 2,5 vezes menor gue a enzima original {("wild~
type enzyme"). LIN et alii (1993) conseguiram clonar o
Aspergillus nidulans FGSC4 e transformé-lo na cepa EGSC4 caparz
de produzir glicoamilase e que, segundo 08 autores, demonstrou
melhor nivel de express@c que a clonagem de Saccharomyces
cerevisiae. A primeira clonagem do gene da amiloglicosidase em
bactérias foi realizada por OHNISHI et alii (1992) que
purificaram © gene a partir do Clostridium sp. G0O005 e o
expressaram em Escherichia coli.

Uma dificuldade comum nos processos SSF é a dificuldade de
determinacéo do crescimento celular, = uma vez que o
microrganisme ndc pode ser separade do meio sélido e
guantificado diretamente. Em funcdc do exposto, DESGRANGES et
alii (1991) citam que, que para processos SSF, os métodos
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indiretos de determinacdc de biomassa podem ser divididos enm

trés categorias:

1.métodos qgue medem um certo constituinte celular, como
glicesamina, quitina, acidos nucléiceos ou proteinas;

2.métodes  gue medem uma atividade biclégica, COmo
velocidade de respiracdo, ATP ocu atividade imunolégica;

3.métodos que medem ¢ consumo de um nutriente.

Somam-se a estas trés divisdes o trabalho, anteriormente
comentado (2.2.3), de AURIA et alii (1993} que correlacionaram
0 crescimento celular com a perda de pressio em fermentadores
de coluna. Com referéncia ao segundo item, estimativas do
crescimento tém sidoe realizadas através da correlacdo com a
taxa de consumo de oxigénio (MAIORANOC et alii,1992; SATO et
alii,1983; OKAZAKI et alii,1980) e/ou a de producdo de gas
carbdnico (SAUCEDO~CASTANEDA et alii,1894; SAUCEDO~CASTANEDA et
alii,1992; WENG & HOTCHKISS,1991; RODRIGUES et alii,1985;
NARAHARA et alii,1984; NARAHARA et alii,1982; CARRIZALEZ et
alii,1981l) ao longo do processo. Estas medidas s3o de respostas
rapidas, porém oS coeficientes de relacionamento sdo
particulares para cada substrato, microrganismo e condicdo de
cultivo {AURIA et alii, 1993).

2.5.Inbculo

De acordo com GUTIERREZ-RQJAS & TORRES {15892}, a
preferéncia pela wutilizagso de esporos como indculo nos
processos semi-solido é devida &s seguintes razdes:

a.ldade fisicldgica sempre homogénea;

b.os esporos sdo rigidos e faceis de maneijar, ao contrario
da enorme fragillidade do micélio;

¢.a raspagem do miceélio peode trazer Jjunto metabdlitos
secunddrios indeseiaveis.
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Segundo vs mesmos autores, o uso de esporos como indculo
apresenta come principal desvantagem ¢ tempo de espera para
germinac¢do, dgue ocupa cerca de 30% do tempo total da
fermentacao, diminuindo a produtividade total do processo.

A maioria dos processos 88SF envolvem ¢ uso de uma alta
concentracgdc inicial de esporos, a fim de prevenir contaminacio
durante o desenvelvimento da fermentagdo (LONSANE,1982). De
acordo com a literatura, esta concentracd3c de esporcs usada
como indculo pode variar de uma maneira bem acentuda (Tabela
2.2}, sendo raro qualquer estudo, entre os trabalhos
consultados, relativo & otimizagido deste wvalor com relacgdo a
formacdo de produto, bem como & sua interacgic com outras
varidvels. No Unico estudo encontrado que diz respeito a
relagdo entre concentragdo de indculo e formagido de produto,
SOCCOL (1992) mediu a influéncia da taxa de inoculacio sobre a
produgdo de esporos de Rhizopus oryzae MUCLZBle8 apds 8 dias de
incubacdo. Concluiu que 4x10% a 4x10% esporos por erlenmever
contendo 50 ml de PDA s8c suficientes para obter uma boa
produgdo de esporos. O mesmo autor ao estudar a influéncia da
taxa de incculacgdo scobre a preoducdo de alfa-amilase e
amiloglicosidase de Rhizopus arrhizus ATCC34612 scbre mandioca
crua, conclui gue a concentracdo de 2x10% a 2x107 28poros/ greia
era a melhor para as condigdes do processo.

2.6.5ubstrato

A seleg¢do adequada do substrato ¢é de fundamental
importéncia para o sucesso de gqualquer tipo de fermentacgdo.
Para o c¢aspo do processo 88F, os substratos séalidos sédo
constituideos, Dbasicamente, de polimeros orgédnicos gque se
caracterizam pela insolubilidade em Agua e pela capacidade de
promover © crescimento microbiano, mesmo sSem a adicdo de
nutrientes suplementares. 0s residuos de origem agroindustrial
&0 o8 substratos mails utilizados neste processe, tals como:
polpa de cafe, farelo de cereais, palhas, bagago de cana,
cascas de frutas processadas, batata, farinha de cereais,
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(GUTIERREZ-ROJAS & TORRESZ,1992). A

Figura 2.3 apresenta o fluxograma de beneficiamento do arroz,

cujo farelo originado durante a etapa de polimento pode ser

utilizado para fermentacdes em estado sélido.

Tabela 2.2.Concentragdo inicial de esporos usadas em 355F

Microrganismo

n® esporos/g meio

Referéncia

Rhizopus oligosporus

Aspergillus

crizae

Aspergillus phoenicis

Rhizopus SMC

Aspergillusg

Aspergillus

Aspergillus
Aspergillus
Aspergillus

Trichoderma

niger

niger

kawachii
oryzae
oryzae

viride

3x104

1,5x105
1x107
1,6x106

2x107

1x108

1x105
5x109
1,8x10% e 3x104

&x106

GUMBIRA-SA'ID et
alii,1g9z

SAHA et gi1ii, 1991
DESCHAMPS & HUET, 1084
RAMAMURTHY & KOTHARI, 1993
ORIOQL et alii,1988;
RODRIGUEZ et alii,1985;
RAIMBAULT & ALAZARD, 1380

SAUCEDOC~CASTANEDA et
alii, 1990

AURIA et alii,1993;

AURIA el alii,199%2

SUDC et al1ii,1%94
BAJRACHARYA & MUDGETT,1980
OKRZAKI el alii,1980

GRAJEK & GERVAIS, 1987

¢ uso destes materiais
mesmes apresentarem as seguintes
ROJAS & TORRES, 16623 -

agroindustriais ¢é devido a osg
caracteristicas (GUTIERREZ-

a.830 recursos naturais renovaveis;

b.sua produgio depende de outra atividade produtiva:
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c.s8o produzidos em grande quantidade e normalmente
constituem um problema localizado.

ARRCZ EM CASCA

BENEFICIAMENTO CASCA

b4
ARROZ INTEGRAL

N
POLIMENTO
ARROZ POLIDO FARELD GORDO
EXTRACAO
FARELQ MAGRO OLED

Figura 2.3.Fluxograma do processo de beneficiamento do arroz

Qutra caracteristica comum aos substratos utilizados em
sistemas semi-sélidos & sua necessidade de sofrer um tratamento
figico e/ou guimico prévico & fermentacio, a fim de fornecer-—
lhes novas caracteristicas fisicas, principalmente o aumento da
porosidade e da capacidade de retengdo de édgua. Dentre estes
pré~tratamentos, a redugdo de tamanho é a operacdc mais
utilizada (ABRAHAM et alii,1289; ABRAHAM et a211i,1987; LOPEZ~

ULIBARRI et 2l1ii,198%9y SANI et 2lii,19%2; AMIN & ALLAH,19%2;
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AURIA et alii,1993; SAUCEDO-CASTANEDA et alii,18%92b). Para o
caso de materialis amilaceos, um pré-tratamento térmico é comum
(ABRAHAM et alii,1989; ABRAHAM et alii,1987; LOPEZ~ULIBARRI et
alii,1989; SARGANTINIS et 2lii,1993; SAHA et alii,1991;
SAUCEDO-CASTANEDA et a2lii,1992b). O equilibrio entre o aumento
da porosidade {com © consegliente aumente desejado da area de
contato) e a possibilidade negativa da perda de textura & um
dos grandes problemas a ser resolvido como consegiéncia destes

pré-tratamentos.

Em decorréncia das caracteristicas do processo, o contetGdo
de agua dos substratos para SSF & limitado a peguenas
quantidades., De acordo com LONSANE et alii (1992}, a existéncia
de um valor oOtimo para umidade deve ser bem estabelecido, uma
vez que valores acima ou abaixe do otime podem afetar,
significativamente, a produtividade do processo,

PANDEY (1992} cita a importdncia do contetdo adequado de
umidade para cada processo, uma vez qque a alta umidade resulta
na diminuicdo da porosidade do substrato, dificultando a
penetracdo de oxigénio e facilitando a contaminacidc por
bactérias. Ao contrario, baixos nivels de umidade levam a um
crescimento pobre e pequena acessibilidade a¢ nutriente. Com
relagdo ac crescimente de fungos filamentosos, o© mesmo autor
cita que altos valores para atividade de agua (ay) do meio
favorecem a esporulagdo, enquanto que valores baixos de ay
egtimilam a germinagio de a2sporos ou o crescimento miscelial.

BEROVIC & LOGAR-DERENCIN (1983} observaram que conteldos
de umidade acima de 50% resultavam em menor producioc de
pectinase a partir de Aspergilius niger em meic sdlido e que, a
conteddos abaixo de 38%, © tempo de fermentacgéo era

demasiadamente longo.

Como a perda de &agua do meio, decorrente da aeracdo
forgada em reatores de coluna, constitul um sério problema nos
sistemas SSF, SAUCEDO-CASTANEDA et alii {19%2b) alertam para a
importéncia de controle de umidade durante o curse da
fermentac&o, citando ¢ uso de um sistema integrado de controle
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de temperatura-umidade, no qual a vazdoc de aeracdo e um sistema
de “spray” de agua para repor umidade aoc melc seriam
controlados wvia computador. 08 mesmos autores apontam a
umidificagdce do ar, antes de sua alimentacdo no fermentador
como © métode mals praticeo, eficiente e seguro de manter o
valor da umidade dentro des valores estipulados.

Segundo LONSANE ef alii (1985), a manutencdo dos niveis
requeridos de umidade do meio pode ser conseguida mantendo o
fermentador em atmosferas com umidade relativa do ar controlada
através da passagem de ar uUmido pelo fermentador e ©pela
instalacgd8o de umidificadores nos mesmos.

SATO et aglii (1982) trabalhande com o© crescimento de
Aspergillus oryzae para produgd3c de amilases, conseguiram
aumentar em duas veazes © consumo de oxigénio, e, em trés vezes
a producdo de esporos e enzimas pela adigdo de particulas de
polpa de madeira Umida. As particulas de madeira, atuando como
inerte, tiveram dupla finalidade: por um lado suprir a umidade
ao meio que desidratava e, por outro, reduzir a densidade do
meio, resultando em melhor aeracdo.

Diversos autores tém tratado de sistemas de 83F, cujo
substrato & abscrvido em suportes inertes naturais (ORIOCL et
alii,1988; BARRIOS-GONZALES et alii,1988; SAUCEDO~CASTANEDA et
alii,19%2a; SAUCEDO-CASTANEDA et alii,1992c; HERNANDEZ et
alii,19%2) ou sintéticos {(LARROCHE et alii,1986; AURIA et
21311,1982; AURIAR et alii,1983), a fim de se simplificarem os

pré-tratamentos.

A adicdo de um suporte inerte ac meio também ¢ defendida
por GUTIERREZ-ROJAS & TORRES (19%2). Para eles tal adigdo

cumpre ©s segulntes propdsitos:
a.propeorcionar uma textura porosa ac melio;
b.aumentar a retencdc de agua;

c.oferecer uma mnalor firmeza a0 melo, guando diminuida

pelo tratamento térmico.
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2.7.Planejamento Experimental

2.7.1.Planejamento Fatorial

B usado para descobrir como certos fatores influenciam
sobre uma determinada resposta, sendo de grande importidncia
pratica. Pede ser ampliado para resultar em outrce planejamento
mais sofisticade., Tal técnica consiste em selecionar um nimero
fixo de nivels e para cada uma das varidveils escolhidas e
regquer a execugdo de experimentos para todas as possivels
combinagbes dos nivels dos fatores. Assim, para nq niveis do
fator 1, np do fator 2, e ny do fator k, o planejamento tera no
minimo nq X ny X...X ny experimentos e serd chamado de fatorial
ny ¥ np X...x ng. O planejamento em gue todas as varidveis sdo
estudadas em apenas dois nivels (superior + e inferior -~} é o
mais simples e mails utilizado dos fatoriais. 0 planejamento de
dols niveis, havendo k varidveils em estude, iréd reguerer a
realizaco de 2 x 2 X ... % 2 = 2K ensaios diferentes. Tal
planejamento &, assim, chamado de fatorial 2K (BRUNS,1992).

2.7.2.Plane’jamento Fatorial Fracionario

0 nimeroc de experimentos necessarios para um planejamento
fatorial completo 2k aumenta, gecmetricamente, com k. Se k for
grande, e o©3 experimentos reallzades forem de duracdo
considerada, sua realizacdo pratica fica inviabilizada. O fato
de poderem-se estimar todos os efeitos de um fatorial completo
nadc implica gue todos eles possuam magnitudes semelhantes.
Assim, interacfes de ordem mais elevadas tendem a tornarem~se
pegquenas, podendo, muitas vezes, ser negligencidveis, Além
disso, guando um numero relativamente grande de varidveis é
escolhido para ser estudado, € comum acontecer de algumas nao
possuirem efeito global significativo, e as informagdes poderem
ser obtidas pela realizacdo de somente uma fragdoc do fatorial,
Havendo necessidade, o fatorial sera completado pela realizacdo
de experimentos complementares {BARROS~NETO et a1ii,1985).,
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Por definiclo {KHUORI & CORNELL, 1987}, um fatorial
fracionario 2K™M & um planejamento que consiste de uma fracéo
correspondente a 1/2M do fatorial completo 2X, onde ™"m" deve

ser um numero inteiro ndo negative tal que 2k-m > paq.

Comoc © numerc de ensalos ndoc & completo, existe uma perda
de informacdes na anadlise dos resultados. Assim, as respostas
obtidas ndo sdoc valores dos efeitos isolades, mas sim mistura
{"confounded™) deles {(KHURI & CORNELL,13%87). Para analisar esta
mistura de efeitos, BOX et alii {1978} apresentam © conceito de
Resolugdo do Fracional: "um fracional de resolugio R € aquele
em gque nenhum efeito de ordem p &€ misturado com gualquer outro
efeitoc que possua ordem mencor que R-p. Logo, para um fatorial
de resolucgdo IV (quatro) os efeitos principais (primeira ordem)
ndo sdo confundidos com 08 de 2* ordem, porém, os efeitos de 2°

ordem sido confundidos com outros de segunda ordem”.

2.7.3.Analise por Superficie de Resposta

BOX et alii(1878) definem a metodeologia por superficie de
resposta como um grupo de técnicas usadas no estude empirico
das relacdes entre uma ou mais respostas medidas com as
varidvels de entrada gque deram origem as respostas.

KHURI & CORNELL (1987), por vez, apontam que este grupo de
récnicas possibilita:

a.escolher uma série de experimentos gque produzam medlidas

confidvels e adequadas da resposta de interesse;

b.determinar um modelo matemdtico que melhor se adapte aos
dados celetados; e

c.determinar as condicgdes d&timas para gque as variavels
produzam um maximo (ou minime) valor na resposta.

Os estudoes usando superficlie de resposta sdc por natureza
seqgilencials. Desta forma, as informa¢des adguiridas em uma
série de experimentos servem para planejar a série seguinte.
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Segundo KHURI & CORNELL (1987), o processo comega coom a
hipétese a respeito de quais fatores influenciam uma resposta
de interesse particular. Isto leva ao planejamento de
experimentos que fornegam dois tipos de informacdes: quais
fatores dentre o0s escolhidos s3o realmente importantes para ser
estudades e quais podem ser eliminados por ndo terem uma
influéncia significativa na resposta estudada. Os experimentos
580 realizados e os resultados podem levar a novas hipdteses.
Um segundo grupo de experimentos é& concebido e conhecimentos
adicionais sdc adquiridos a respeito de come os fatores
influenciam na resposta. Num terceiroc e, em geral, definitivo
estagic, a resposta ao porqué dos fatores serem importantes e
um conhecimento global do sistema sdc geralmente obtidos.
Agsim, o planejamento e a anélise dos dados obtidos na
metodologia por superficie de resposta podem levar ao
conhecimento de quais fatores sdo importantes, gue papel cada
fator exerce sobre o sistema & por que da importéncia desses
fatores.

Uma das grandes vantagens da metodologia por superficie de
resposta é o fato de ela poder ser finalizada, a qualquer
tempo, sem experimentacgdes futuras gue parecgam improdutivas ou
anti~econdmicas (CORNELL,19%0%.,

O primeiro passo numa estratégia de superficie de resposta
é decidir pela forma do modelo que ird expressar a resposta
come funcdo das variadvels independentes do processo. Modelos de
1* e 2%ordenm sfo os normalmente utilizados. Geralmente, inicia-
se © processo planejando o5 experimentos de maneira que os
resultados possam ser ajustados a um modelo de 1° ordem, uma
vez gue ndoe se conhece o formato da superficie e nem a
localizacéo dos melhores valores para as varidvels
independentes (CORNELL,1990). O modelo de 1® ordem para k

variaveis & expresso da seguinte forma:

X
Y =8, + I B2 (2.1)
i=1
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onde:
Y = fungdc resposta genérica;
Bo= termo independente do modelo linear proposto;

Bi= coeficientes das variaveis independentes 23

valores reais;
Zi= variavels independentes em valores reais.

Para facilitar a estimativa dos coeficientes, as varidveis
dos modelos s30 expressas na forma de varidveis codificadas. A
codificag8o das varidveis é dada por (KHURI & CORNELL, 1987):

7. -7
) PR S— (2.2)
+ AZ/2
onde
X; = valor codificado da variavel Z2.;
Z = valor real da varidvel no Ponto Central;

AZ= intervalce de variagdo da varidvel 2.

A Eguacido 2.1 na forma de variavels godificadas torna-se:

Y =b, + I b; .X, (2.3)

1

b

i
onde ;

ba=termo independente do modelo linear proposto =
meédia aritmética das respostas;

bi=coeficientes das variavels independentes na forma
codificada.

Para calcular os coeficientes da Equagdo 2.3 os dados sio
obtidos pela construgBo de um planejamento fatorial completo
2k, ou seja, sao feitas todas as compinac¢des possiveis das k
varidveis em dois nivels pré-determinades, denominadeos nivel
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superior (+1}) e nivel inferior (-1). A estimativa do erro
experimental pode ser obtida pela realizacdo de experimentos em
replicatas no ponto central (nivel 0).

Quando o modelo de 1* ordem ndoc apresentar boa correlacao
com os dados em funcio da existéncis de uma superficie curva, ¢
necessaria a adi¢doc de termos de ordem superior, geralmente de
2% ordem. O modelo de 2* ordem para k variaveis codificadas €
expresso da seguinte forma:

Y = by + bi;. X; + by Xy + Z bis X3 Xy 2.4
o Pt i i sy Al i im1 je=z i i 3 ( )
onde:
o JN =termo Iindependente do modelo de 2* ordem
proposto;

biisbiy=coeficientes dos  termos guadraticos das
variédvels independentes na forma codificada.

Diversos sdo os planejamentos gue podem ser usados para
montar a série de experimentos adicicnais que possibilite o
calculo dos coeficientes da Equacg3o 2.4. BOX & WILSON (citados
por KHURI & CORNELL,1887) criaram ¢ chamado Planeijamento
Composto Central, tambhém denominado de configuracdo "estrela®.
Tal planejamento consiste de wum fatorial completo 2K;
replicatas no ponto central e dois pontos sobre o eixo de cada
variavel a uma distadncia *o do ponto central.

ZANGIROLAMI (19582), citando BOX et alii, indica que a
avaliagdo estatistica, a respeito de os modelos empiricos
obtldos apresentarem ou ndo um grau de ajuste adeguado aos
dados experimentais, pode ser feita utilizando-se o coeficiente
de correlacdo e o teste F. Quanto mais proéximo o coeficiente de
correlacdo estiver de 1,0 {correlacdoc perfeita), melhor serd o
ajuste do modelo aos dados experimentals.

0 teste F de significldncia consiste em verificar se os
modelos propostos explicam uma quantidade significativa da
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variacdo dos dados experimentails, realizada através da
comparagdo do valor F estimado a partir dos resultados pela
Eguagdo 2.5 com o tabelado para uma distribuicdc de referéncia
Fg,p-1,N-p- Para o modelo ser considerado valido, o valor de F
calculado deve ser superior ag tabelado (RODRIGUES, 1883).

SOR / -1
- SR/p o) (2.5)
SQE /(N - p)
onde:
SQR=soma dos guadrados devido & regressio;
SQE=goma dos quadrados devido ao erro;
p~l=graus de liberdade asscciado a SQR:
N-p=graus de liberdade asscociado a SQE.
s tratamentos estatisticos dos dados citados,

anteriormente, em conjunto recebem o© nome de analise de
varidncia (ANQOVA).

2.7.4.Caminho de Ascendéncia Maxima

Segundo KHURI & CORNELL (1987) o procedimento denominado
Caminho de Ascendéncia Maxima consiste em projetar uma
seqiéncia de experimentos ao longo do caminho de maximo aumento
na resposta, conforme esqguematizado na Figura 2.4. A direcgac
desta seqlidncia depende da escala adotada para as varidveis
codificadas, sendo perpendicular as linhas de contorno (BOX et
alii,1878). Uma andlise das respostas obtidas neste

deslocamento irad fornecer um novo ponto central para estudo.

Os autores descrevem minusciosamente uma metodologila
matematica para O método. Assumemn, inicialmente, CoOmo
verdadeira, a hipdtese de que a superficie de resposta pode ser
aproximada, localmente, da equagdoc de um hiperplano, dada por:

k
=B+ LB X (2.6)

32



2.Revisd3n Bibliografica

Tal aproximacdo é feita usando-se o medelo de 1° ordem,
obtido a partir dos dados préticeos, conforme a Equagdo 2.1, ja

descrita anteriormente.

CORNELL {19%0) e KHURI & CORNELL (1%87) apontam gque o©s
experimentos adicionais a serem realizados ao longe do Caminho
de Ascendéncia Maxima deverdo corresponder a incrementos de
1,0.A4, 1,5.8¢, 2,0.Ay, 2,5.A4...nos valores do ponto central
das variaveis dependentes, sendo:

Ay = X5 . {521/2) e (2.7}
X, = D3 (2.8)
i 2.V ’

onde:
Ai=troca incremental;

v=multiplicador de Lagrange.

/\ Primeiro Planejamento R 5,5
™ T S e 6,0
- T e 6,5
X, T TREE e m T ’
-7 - ; ~®” T e == 1,0
- - - R -
- - - - -~ - - - -
-~ - -~ -
- - - e T T T S e
s s . . PP . %““1‘: 5
L ! - .
| N L Imo |
W ", N e A
i \ ponto cenfral para segunde planejamento
] s, N — ™ e e ____d,__,_-—"’/v
N N ~ s T
. -~ “ -~
Y ~ e & - -
- - - " T e e e -
s - " . - ~
T~ - . .diregio do caminho-de-ascendéncia méxima
x
1

Figura 2.4.Representac¢do do caminho de ascendéncia méxima ao
longo das linhas de contorno de um planejamento

ficticio.
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Z2.8.Condutividade Térmica

A condutividade térmica de um material & a medida de sua
capacidade de conduzir calor (SWEAT,1986) e &, segundo HALLIDAY
et alii (1995), definida pelo British Standards Institution
como

KA (T ~ Ty

= 2.9
q 1 { )

onde: g=fluxc de calor (W};
=condutividade térmica (W/m.K):
A=irea de troca térmica(m?®);:
T=temperatura (K};
L=espessura do material (m).

De acordo com os mesmos autores, k varia com a composicio
quimica, estado, estrutura fisica e temperatura do corpe em
guestio.

A literatura apresenta diversas referéncias a respeito de
varios métodos e  eguipamentos utilizades para medir a
condutividade térmica de diversas substéncias bicldgicas, que,
de acorde com NIX et alii (1%6%) podem ser classificados em
métodos de regime estacionario ou métodos de regime transiente.
Segundo CANEDC et alii (1975), embora os primeiros utilizem um
tratamento matematico mais simples, necegsitam de longos
pericdes de tempo para alcangar o estado estaciondrio, o que
pode levar a uma modificacdo na composigdo do material.

MOHSENIN (1980} apresenta uma série de determinacdes da
condutividade térmica de alimentos e produtes agricolas
utilizando este método do regime permanente, no  gual
equipamentos sdo construidos com a configuragdo de cilindros ou
esferas concéntricas e de placas paralelas.

Segundo MURR (1982), o método do regime transiente baseia-
se no fato de a taxa de aumento da temperatura, em qualguer
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ponto de um corpo sdélido infinite, agquecide por uma fonte de
calor linear, depender da difusividade térmica do corpo. CANEDO
et alii (1975) citam que, entre os métodos translentes
encontrados na literatura, o da sonda se apresenta como o mais

vantajoso.

SWEAT {(1986) aponta a sonda com fonte linear de calor como
recomendada para a maioria das determinagdes em alimentos,
principalmente por ser simples, rapida, usar pequenas amostras,

e requerer um sistema de aguisigd@o de dados pouco sofisticado.

Diversas configuracdes de montagem para o método da sonda
estdo presentes na literatura.

Com o objetivo de determinar a condutividade térmica de
materiais amiliceos que simulassem os usados nos processos de
extrusio, HALLIDAY et alii (1995) construiram uma sonda c<om
fonte linear de calor dentro de uma célula de compactagdo, onde
a amostra era comprimida a uma pressdo de 2000 psi. A
temperatura era mantida constante através da circulagio de Sleo
pelo encamisamento da célula, sendo a sonda formada por uma
agulha hipodérmica de 2 mm de diametro, com quatro fios de
aguecimento e um termopar do tipe K {chromel-alumel) no seu

interier.

LOZANO et alii (1979) usaram uma sonda gue era o proéprio
fic de aguecimentc com isolamento de epdxi e um termopar de
cobre-constantan acoplado. Para determinar a correlagdo entre a
condutividade térmica de macis e seu conteudo de umidade, ©s
autores construiram e testaram varios tipos desta sonda,
obtendo os melhores resultados com aguelas gue possulam dois ou
quatro fios de aguecimento.

HOOPER & LEPPER (1950), em trabalho pioneiro, construiram
ama série de sondas com tubos de aluminio para determinag¢do da
condutividade de diversos materiais. Em tal artigo, gque serviu
de base matemadtica para os trabalhos a seguir, os autores
modelaram o sistema sonda-amostra, como sendo uma fonte de

calor linear de valor constante em um corpo homogéneo infinito
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a uma temperatura constante. Para tal modelo, € valida a
equacido de Fourler:

E

FT
= = 2.10
6r2+ ( }

e
By e

3k

" or
onde:
a=difusividade térmica = k/p.Cp;
T=temperatura;
p=massa especifica;
Ce=calor especifico;
t=tempo;
r=disténcia radial da fonte de calor.

A solugdo da equagdo fol apresentada na forma de série,
gque para o caso particular de pontos préximos a fonte de calor
& dada por:

Q E//
-7y = —2—_ 1n {83 (2.11
R (tl) )

onde:T; e T,=temperaturas no tempo t, e t,.

Graficando AT contra o 1n t, obtém-se uma reta, cuja
inclinacdo “b” & dada por:

(2.12)

Varias fontes de erro, com relagdoc &s eguagdes e
consideracdes anteriores, sdo discutidas na literatura. As mais
comumente destacadas se referem & fuga da idealidade do modelo
proposto, em funcdo de: 1. a amostra real ndo ser infinita; e
2. a sonda também ndo ser infinita no comprimento e nem nula no

didmetro.
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Com relacgio ac tamanho da amostra, HALLIDAY et alii (1995
afirmam gue a mesma deve ser grande o suficlente para que o
aumento de temperatura na superficie externa seja desprezivel,
sen, no entanto, citarem qualgquer critério para alcancar tal
condic8c., MURR {1982) relata que amostras cilindricas com a
relacdo comprimento/di&metrc maior ou dgual a 4 mostram-se

ideais.,.

Para minimizar ¢ erro devido & geometria da sonda,
diversos valores ©para a razdp comprimento/didmetro sio
sugeridos., PEREIRA {(citado por LOPES FILHO & FORTES, 1988)
afirma que ¢ uso desta relagdo acima de 20 ocasicna erros
inferiores aos erros sistemdticos experimentais. SWEAT (1986)
recomenda um valor acima de 25, enguanto gue HOOPER & LEPPER
{1950) dindicam um walor minimo de 100. Ainda sobre a mesma
relacdo, HALLIDAY ef aiii {1995) apontam para uma faixa de
valores entre 25 e 100.

OQutras fontes de erros, citadas por CANEDO et alii (1975):
a corrente nidc ser perfeitamente constante; a sonda ndoc estar
exatamente centrada na amestra; o tempo de medi¢dc néo ser
suficientemente grande; a temperatura inicial ndo estar estavel
e/ou uniforme; e a provével falta de homogeneidade do material.

Em funcdc destas & outras possibilidédes de erro, vArios
autores (HALLIDAY et alii,1995; SWEAT, 1986; CANEDC et
alii, 1975} utilizaram-se de um fator de calibracio,
caracteristico para cada sonda. A calibracdc é feilta com um
material de condutividade conhecida, normalmente agua
adicionada de &gar ou glicerina,
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3.1 . Microrganismo

Utilizou-se o Aspergillus niger NRRL 32122, obtide junto ao
NMorthern Regional Research Center (U.S.A.} e recebido na forma
liofilizada. Apéds reidratada, a cultura foi mantida a 4°C em
dgar batata-dextrose (PDA} inclinado ({ANTIER et &lii,1993;
GHILDYAL et alii,1991y}, adicionado de 1% de adgar
pacteriolégico. Os repiques foram realizados em intervalos de 3
a 4 meses,.

Parte da cultura original fol depositada na Colegdc de
Culturas Tropicais da Fundagdo Tropical de Pesquisa e
Tecnologia André Tosello, tendo sido liofilizada e recebido a
nomenclatura de Aspergillus niger CCT 3312, Por 2 outras vezes
foi necessdria a reativacio das c¢élulas, uma vez dgque, apds
transferéncias consecutivas, percebeu-se a diminuigaoc da
capacidade de produgdo de amiloglicosidase pelo microrganismo.

Para o preparc do inédéculo, a cultura era propagada a 30°C
em Frascos de Roux contendo PDA por um periodo de 7 dias até
completa esporulagio (AURIA et alii,1983; SHAH et alii,1891).
0s esporos eram entdo suspensos em agua destilada esteril
contendo 0,2% de Tween 80 {AURIA et alii,1993; RAMASESH et

alii,1982) e raspados, assepticamente, com bastdc de vidro.

3.2 .Contagem de esporos

A concentracdo de esporos na suspensdo fol estimada pela
contagem em microscépio usando uma Caémara de  Neubauer
{(RAIMBAULT & ALAZARD,1980). A ameostra a ser analisada, J&
diluida, era introduzida na Cémara com o auxilio de uma Pipeta
de Pasteur. Foram contados 8 campos com 1€ repetigdes, sendo
adotada a média aritmética destas repeticdes.
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3.3 .Composicdo do meio

O substrato utilizado fei farelo de arroz desengordurado e
estabilizado termicamente, subprodute do processo industrial de
extracdo do éleo deste cereal. A granulometria do farelo usado
nos experimentos fol mantida entre (0,351 e 0,589 mm. Casca de
arroz molda e peneirada, com tamanho compreendido entre 0,833 e
1,651 mm, foi misturada ac farelc em concentragdes variavels, a
fim de diminuir o problema de compactacdo do meic. Nutrientes
foram adicionados nas seguintes concentragdes, expressas em
/100G aze1o:

carbonato de cadlcio.........0,5
sulfato de potéssio......... 4,0
fosfato acido de aménio..... 7,0
UX€18. e esnerssnsnnaces bene 3,2

A uréia foi acrescida como fonte de nitrogénic e,
principalmente, como controladora de pH {RAIMBAULT &
ALAZARD,1980). HCLl 0,4N foi acrescentado ac meio até o acerto
do contetido de umidade regquerido para cada experimento (ABRAHAM
et alii,1989; GHILDYAL et g1ii,1991).

3.4 . Fermentagio semi~gbdlida

Planejou-se que as fermentacdes semi-sélidas seriam
realizadas em dois tipos diferentes de bilorreatores. Para a
primeira série de ensaios, escolheram-se embalagens flexiveis
de polipropileno, no lugar dos frascos erlennmeyer
tradicionalmente empregados. Os motivos para a escolha sdo 0s
seguintes:

a.a5 embalagens, além de suportar as temperaturas de
esterilizacgdo utilizadas, sdo permedvels ao 0xXigénio € ao

gés carbénico;

b.as embalagens descritas sfo de baixoe custo e de facil

manuselo, permitindo uma boa homogenelzacgdoc do material e
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reduzinde as perdas de amostras (principalmente por

quebra de frascosj.

Nesta etapa examinou-se o efeito de 6 varliavels sobre a
atividade enzimatica e produtividade do processo fermentative.
As varidveis estudadas foram: temperatura de fermentacido (T},
tempo de fermentacdo (ty), umidade do meio (U), quantidade de
casca de arrcz adicionada {(como inerte) aoc meio {(CY,
concentracdo dinicial de esporos (X)) e tempo de esterilizagdo
{tal.

A segunda etapa do trabalho foi desenvelvida em
fermentadores do tipo coluna. Com esta série de experimentos
pretendeu-se verificar ¢ comportamento deste tipe de reator na
producdc de amiloglicosidase e determinar a existéncia de uma

série de relacgdes, tals como:

~atividade (e produtividade) X vaz8o de ar por massa de
meio (VMM]);

~atividade (e produtividade) X <concentragdo de gas

carbdénico na salida;
~atividade (e produtividade) X densidade aparente do meio;
~gtividade (e produtividade) X temperatura do meio;

~-massa de microrganismo X concentracdo de gas carbdnico na

saida;

~-massa de microrganismo X vazdo de ar por massa de meio
(VMM .

3.4.1.Fermentagido semi-sdlida em embalagem de polipropilenc

0Os constituintes dos meios foram, uniformemente, misturados
em embalagens flexiveis de polipropilenc de dimensdes 200 x 320
mm e espessura 0,08 mm, onde ocorreu o desenvolvimento do
processc fermentativo. A massa de meic semi-sdlido utilizada

variou entre 50 e 150 g. As embalagens foram seladas
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termicamente e autoclavadas a 121°9C. O tempo de esterilizacéo
variou conforme o estipulado pelo planejamento experimental.
Apbds resfriamento a 30°C o meic era inoculade com a suspensdo
de esporos previamente preparada, conforme item 3.1. A
suspensio de esporos era diluida até uma concentragdo tal que
os volumes adicionados a todos os experimentos fossem iguais. A
inoculacdo se realizava em cémara de fluxo laminar e por
intermédio de seringa hipodérmica ou pipeta automatica. As
temperaturas de fermentacdic utilizadas foram de 30 e 350C, por
tempos variadveis de 48 a 174 horas. Ao final da fermentacdo, ©
farelo fermentado passou por um processo de secagem durante 10
horas, & temperatura de 35-400C, em estufa com clirculagédo
forcada de ar (ABRAHAM et &lii,1989; GHILDYAL et alii,1s9%1). ©
conteudo de umidade do farelo fol determinado ao inicio e final
da fermentacdo, e apds a secagem, de acordo com o descrito em
3.5.

3.4.2.Fermentacdo semi-sdlida em fermentador de coluna

Para esta fase do trabalho os experimentos foram realizados
em fermentadores do tipo coluna com leito fixo. Tais
fermentadores foram construideos em vwvidro Pyrex, com didmetro
interno variando entre 45 e 51 mm, e 300 mm de altura de leito.
A pequena variagdo de valores para o8 diametros internos,
oriunda da manufatura dos reatores, ndo apresentou gualquer
efeito sobre o processo. A montagem experimental utilizada €

apresentada nas Figuras 3.1 e 3.2.

As condicdes fisico~guimicas e de processo otimizadas na

fase anterior e tidas como Otimas foram usadas nesta etapa.

0s constituintes dos meios foram pesados e preparados no
mesmo tipo de embalagens flexiveis utilizadas na fase anterior.
& autoclavagem era realizada a 121°9C por 40 minutos. Apds

resfriamento, os meios eram inoculados com a suspensio de
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l:alimentacdo de ar
2:filtro de ar

3:banho termostatizado
4:bomba de Agua

S5:coluna de remocdo de CO
6:umidificador

T:valv.de cont. de vazdo
8:roté&metro
S:distribuidor de ar

10: fermentador
1i:leito de fermentacédo
12:saida de gases

Figura 3.1 . Esquema utilizado para cada fermentador de coluna

com leito fixo.
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Figura 3.2.Montagem experimental dos reatores de coluna emnm

funcionamento.
esporos previamente preparada, conforme item 2: 1,
homogeneizados 2 transferidos assepticamente para 0s

fermentadores. A massa de meio semi-sdélido utilizada wvariou de

210 a 368g por biorreator.

A coluna foi empacotada com meio que possuia particulas com
granulcometria na faixa de 0,351 a 0,589 mm, mantendo uma
relagcdo entre 1/140 e 1/80 do didmetro da coluna. Dessa
maneira, evitou-se a formacdo de caminhos preferenciais, tanto
devido a ndo uniformidade do leito, quanto & quantidade de
espacos vazios préximos a parede da coluna, conforme BACKER et
alii (citado por SAMPAIO NETO,1994).

O ar injetado na base da coluna era livre de gas carbdénico
e saturado com vapor de agua. Para tanto, a corrente de ar que
alimentava cada coluna era borbulhada em um frasco contendo KOH
33% p/p, seguido por outro recipiente com &gua estéril. A
segulr, passava por um rotdmetro previamente calibrado, sendo

entdo alimentado na parte inferior da coluna, através de um
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distribuider construido em Teflon e aco inoxidavel, de maneira
a minimizar a formacdo de caminhos preferenciais. A remeo¢ido do
calor metabélico fol realizada pela circulacio de adgua a 30°C
através do encamisamento do reator.

Ags amostras eram retiradas pelo topo da coluna e em
intervalos de tempo que variaram de 12 a 24 horas, em funcdo da
fase em que se encontrava ¢ processc fermentativo. Nesta etapa,
prescindiu-se do processo de secagem do farelo fermentado.

3.5.Teor de umidade

O teor de umidade das amostras fol determinado pelo método
da AACC N° 44-20. O método é gravimétrico e baseado na perda de
peso apbs secagem em estufa, & temperatura de 105°C, por 3

horas,

3.6 .Extragio da enzima

O farelo fuUngico amostrado foi diluildec com &gua, a uma
razdo de 1:10 (p/p), em frascos erlenmeyer. A extracdc era
realizada mantendo os frascos sob agitacdc de 220 rev.min~1 a
30°C por 3 horas (GHILDYAL et &l1i,1991). Em seguida foi
filtrado em papel Whatman N®°40 para remover sélidos e obter um
extrate claro, que se utilizava para medir a atividade
enzimatica, ¢ pH e 0s aglcares redutores (AR).

3.7.Determinagdo da atividade da amiloglicosidase

A atividade enzimatica de amiloglicosidase no farelo foi
determinada segundo uma adaptaglo da técnica descrita por PARK
{1968]) e modificada por SCHMIDELL {1986).

0 substrato utilizado consistia de 25 ml de uma solucdo de
amido p.a. a 4% dissolvido em solugdc tampio acetato com pH 4,2
e 1,0 ml do extrato enzimatico ocobtido conforme o descrito em
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3.6. O branco era feito com 1Iml de éagua destilada no lugar da
engima. A mistura era incubada a €0°C por 60 minutos, apds o que
a reacdo era paralisada colocando~-se © bal8o em banho de agua
fervente por 5 minutos, e a seguir, guantificados o©s aglcares
redutores liberados pelo método do reagente &acido 3,5
dinitrosalicilico (MILLER,195%), usando-se glicose como padrdo,
conforme o descrito por JOUTSJOKI et alii {(189%3).

Uma unidade de amiloglicosidase, IU (International Unit),
fol definida como a guantidade de micromeles de aglcares
redutores, expressos come glicose, liberades por minute pela
enzima extraida de 1 g de substrato seco, sob as condigdes de
ensaio descritas (PANDEY ef alii,1986; JOUTSJOKI ef alii, 1883;
PANDEY & RADHAKRISHNAN, 1992; ABRAHAM et alii, 1989).

3,8 ,.Determinagido de aglicares redutores pele métode do
reagente Acido 3,5~dinitrosalicilico (DNS)

0 método propesto por MILLER (1959) possuil sensibilidade na
faixa de 0,1 a 1,0 g/l de aglcar redutor expressc como glicose.

A analise fol realizada misturando-se Iml da amostra
convenientemente diluida, com 1 ml do reagente DNS e levando-se
aoc banho-maria a 100°C por 5 minutos. Apdés o resfriamento
adicionaram~se 16 ml de solugdo de tartarato duplo de sdédio e
potdssio (KNaCygHz0g) anidro a 11,25 g/l. Mediu-se, entdo, a
absorbincia em espectrofotdmetro a 540 nm. O branco foi
realizado pela reacdc de Iml de dgua substituindo a amostra.

3.9.pH

A medic@o foli realizada diretamente em pHmetro Analizer
pH300, usando-se, para as fermentacfes semi-sdlidas, o extrato
obtido em 3.6. Para o processo submersc, o© valor do pH era
fornecido “Yon line” pelo préprioc fermentador.
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3.10.Desagem dos agicares redutores (AR) ao longo das
fermentagdes

A quantificagdo dos agtcares redutores presentes nos meios
foi executada pelo método do reagente DNS, descrito em 3.8.
Para as fermentagles semi-sdlidas, utilizou-se uma aliguota do
extrato descrito em 3.6, enguanto gque, no processo submerso, a
dosagem era realizada no filtrado obtido durante a determinacso
da concentrag¢doc celular, conforme 3.14.

3.11.Determinagdc da concentragdo celular nas fermentacdes
en estado sélido

Em fungdoc da impossibilidade, anteriormente citada, de
separar guantitativamente o micélio nos cultivos semi-sdlidos,
resolveu-se adaptar o método apresentadoe por SATO et alii
{1983} e MAIORANO et alii (1992) para estimar o crescimento
celular. Utilizou-se, para tanto, a velocidade de formacdo de
gas carbénico (medida conforme item 3.12), de acordo com ©
apresentade por NARAHARA et alii (1982). A correlacdo desta
velocidade com a concentraglo celular foi determinada pela
realizacdo de uma fermentacdoc submersa (item 3.13), tendo-se o
cuidado de manter, neste processo, ¢ maior nimero possivel de
variadvels iguais aquelas usadas nos experimentos em estado

sb6lido.

De acordo com o© proposte por SATO et alii (1883) e
modificado por MAIORANO et alii (1992}, a estimativa da
concentragdce celular a partir da velocidade de consumo de O
corresponde a soma de uma parcela, devido ac crescimento, mais
uma parcela, devido & manutengdo. A adaptaglo desta definicdo A
liberacido de CO; pelo microrganismo fornece:

1 dx

M. {ropy) = ————= == 4 M g0, X (3.1)
YX/COQ at

onde:
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M = massa seca de meioc no instante da amostragem
(gl s

X = massa celular no reator (Qeei);

Yeoz = velocidade de liberac3o de CO» (Geor/Omeio/h) ;

Yxseoo = fator de conversdo para X-CO, (Geer/Teos) ;

Meoy = coeficiente de manutencéo para CO; ou
velocidade especifica de producio de CO, para
manutencdo {(geoa/h/Geer) ;

Integrandoc a Equacdo 3.1 entre 0 e t:, tem-se:

t_f 1 tf
_{3 M{repp)dt = “"‘—_'“‘"“““"*(th - XO) + mmg.,'; xdt {3.2)
X /coz
onde:
¥o = massa celular em te=0 (Gear)s
Xee = massa celular no instante tr {geei) .

A solugdoc para a Equacdo 3.2, de acordo com a forma
apresentada por MAIORANO et alii (1992), resulta em:

e /coa- T /2 Mglreaply + Malreepds) + (L~ 3y /2. %5}
Xy ¥ ; {3.3}
i+ =2 /2

onde:

X, = massa celular para o primeiro intervalo de

integracdo (Qeei):

81 = oz Lxscoz-Ta7

Ty primeiro intervalo de integracdc (h);

@ para k=2:
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Xk = { (YX / Co2e [Ti f Zu {MQ(rCOZ)O + Ml(rC02}1)+“ .t

t@~a /d.xy -lay /24 a, /D 8. 3-4)
“@g F2+ a8, /2 x )Y/ QL +a /D
onde:
k = nimero de intervalos de integracio;
K = massa c¢elular para o k-ésimo intervalo de
integracdo {geeil}:

8x-1 = Mcoz» Yx/coz« Tx-17

dx = Moz« Lx/c02+« L k7

Te = k~&simo intervalc de integracdo (h).

Com base nas consideragdes antericores estipulou-se uma
seqgliéncia de céalculos usada para estimar a concentracdo
celular, que consistiu das seguintes etapas:

l.a partir dos valores lidos para a condutividade elétrica
(A} da solucido de NaOH usada para a coleta do CO.,, e usando-se
uma curva de calibracdo de acordo com © indicado em 3.12,
determinava-se o valor da normalidade desta solugdo para cada

ponto de amostragem;

2.calculava-ge a quantidade de CO, liberado de acordo com a
equacao:;

Meoz = Vwaon.22. {(N;—N) {3.5)
onde:

Meoz = massa de gas carbdnico liberada durante a
fermentagdc (geoe) s

Veaoy = vOolume de hidréxido de sbédio usado para coleta
do C0; liberado na fermentacdo (5,8 litros);

N, = normalidade inicial da soluc&o de NaOH;
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N = normalidade da solugldo de NaOH no tempo de

amostragem;

3.construla~se um gréfico com os valores calculados de Meos
em funcdo do tempo de fermentagdo. Como o intervalo de tempo
entre uma amostra e outra era varidvel, e relativamente grande
para uma interpolac¢do linear, a curva obtida teve de ser
“falisada” e, a partir dela, foli possivel calcular as
velocidades de liberacio de CO, (M. {rcs;)) para intervalos fixos

de 2 horas:

4,08 valores de M. (reo) eram introduzidos em uma planilha
eletrénica, construlda a partir das equacdes 3.3 e 3.4 e do
programa PECCAL!, e, a partir dai, calculavam-se ¢s wvalores da
massa celular no reator (x);

H.ainda na mesma planilha, a concentracdc celular “X” era
calculada de acordo com a eguacdo:

¥ . (3.6)
M (100 -1
onde:
X = concentragdo celular {(MYcer/Urareio) ¢
x = massa celular no reator (geer):
M = massa de meic no instante da amostragem (g):

U = umidade do meioc no instante da amostragem (%).

3.12.C0;: produzido

A metodelogia utilizada para a determinagdc do géas
carbénico preduzido durante as fermentagdes & descrita por
CARRIZALEZ et alii (1981) e RODRIGUEZ et alii {(1985).

! Comunicacic pesscal feita por BONOMI,A.
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0 método & basedo na mudanca da concentracio de uma solucdo
padrdc de hidrdxide de sédio, devido & absorcio do géas
carbdnico da saida do fermentador, segundo a relacdo
estequiométrica: CO;, + 2NaOH -» Na,C0; + H,0. A medigdc da
mudanca na condutividade elétrica da solucdo permite determinar
a concentracdo do hidréxido de s6dic em cada instante e, entédo;
a guantidade de géas carbdnico produzido durante um dado periodo
de crescimento, uma vez que ¢ ar de entrada era livre de CO:.

Utilizou-se uma solugdo de hidréxido de sédio,
aproximadamente 1N, para receber o ar de saida de cada
fermentador. A calibracgdo era feita pela medida da
condutividade de diversas solugdes padrdes de hidréxido de
sbdic, c¢om concentracdes vwvariando entre 0 e 1N, Para cada
experimento era construida uma nova curva de calibragdo. A
compensacdo nas mudangas de temperatura era realizada pelo

préprio condutivimetro Analizer 650.

3.13.Fermentagdo Submersa

Para este experimento utilizou-se um fermentador Biclafite
com capacidade nominal de © litros. Foram preparados 4 litros
de melio, que, apds esterilizacidc, fol reduzido para 3,85

litros, volume este usado na fermentagéo.

0 meic de cultura empregado para o crescimento do fungo foi
um extrato de farelo de arrcoz como fonte de carbono. O preparc
deste extrato apresentou uma série de dificuldades, uma vez que
a concentracdo inicial desejada de ART? era de aproximadamente
10 g/l, tendo de ser o meioc completamente limpido. EBEm fungio
das dificuldades apresentadas, fol necessaria a criagdo de uma
metodologia prépria para o preparo do meio com farelo de arroz,
uma vez que a simples adaptaglo do preparo do meio de cultura
liguide &  Dbase de farinha de mandioca (KILIKIAN, 1989;

? Comunicacdo pessoal feita por MBIORRNG,A.E.
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AGUERO,1887; FACCIOTTI,1986) ndc se mostrou adequada. ©
proteocele final usado consistiu das seguintes etapas:

l.misturaram-se 400 g de farelo de arroz, finamente moido a
17.000 rpm em moinho “Blender” (Waring Laboratoty Blenders),
com 4 g de CaCl,, 1 g de g~amilase fuingica “Amilex F1l00.000" e 4
litros de agua destilada;

Z2.acertou-se ¢ pH para o valor de 6,5 com NaOH e aqueceu-se
a mistura até B5°C, sende mantido o© processo de dextrinizacio
nesta temperatura por 1 hora. Novamente, agueceu-se a mistura,
desta vez até ebulig¢io por 10 minutos;

3.apbds esfriar, a suspensdo fol centrifugada a 3.000 rpm

por 15 minutos;

3.2 eliminacdo completa da turbidez e de precipitados sb
foli alcancada com © uso de coadijuvantes de filtrac&oc. Para
tanto, adicionaram-se 5% p/p de terra diatomacea “Celite” ao
meio e filtrou-~se a mistura em pré-capa preparada sobre papel
de filtro (cada pré-capa fol preparada com 15 g de “Celite”
diluida em 150 ml de &gua);

5.analisaram~se os ART obtidos e diluiram-se aoc valor
desejado, que era de aproximadamente 10 g/l:

6.nutrientes foram adicionados nas seguintes concentragdes,
expressas em g/l: carbonato de cdlcio 0,5; sulfato de potdssio

4,0; bifosfato de ambnico 7,0; e uréia 3,2:

7.acertou-se o© pH para em Torno de 6,0 e adiciconou-se
antiespumante, sendo o© meic a segulr transferido para o
fermentador e ambos esterilizados a 121°C por 30 minutos.

Apds resfriamento, o meio foi inoculade com uma suspsnsio
de esporos previamente preparada, conforme iftem 3.1, de maneira
gue a concentracdc inicial de microrganismo no meio fosse de
1x10° espores/ml. O ar comprimidé usado para alimentar o
fermentador fol borbulhado em 12 litros de KOH 33%, a fim de
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l:alimentacdo de ar
2:valv., de cont. de vazdo
F:coluna de remogio
do C02 do ar
4rcoluna de absorgédc de KOH
L:rotdmetro
6:filtro de ar
7: fermentador
8:coluna de absorcdo do
C02 produzido
9:sonda de condutividade
10:condutivimetro
11l:saida de gases

Figura 3.3.Esguema utilizado na fermentacdo submersa descrita
em 3.13.
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eliminar © gés carbdnico e possibilitar a gquantificacdo do
produzide durante o c¢rescimento. Procurando evitar o arraste de
KOH para o rotédmetro e ¢ filtro, o ar, livre de C0;, passava por
um outro frasco contendo 15 litros de &dgua destilada, sendo
entdo injetado na base do fermentador. A corrente de ar na
saida do fermentador era coletada em um frasco contendc 5,8
litros de uma solucdo de hidrodxido de sbédio 1 N, ao gual estava
acoplada a sonda de medigdco de condutividade elétrica. Tal
montagem experimental esté representada na Figura 3.3.

A aseracdo utilizada foil de 0,4 a 0,6 vvm e a agitacdo, de
600 rpm, sendo a temperatura mantida constante a 30°C.

3.14.Determinacdo da concentragic celular na fermentacgio
submersa

A metodologia empregada para medir a concentragéo celular
foi a da massa celular seca. Aliguotas de 10 ou 20 g de amostra
eram filtradas em membrana Millipore de 1,2 um, previamente
seca e pesada. O filtrado era reservado para as determinac¢des
de atividade enzimatica, AR e ART. O sedimento celular era
lavado com agua destilada por duas vezes e secado em estufa a
110°C, até peso constante (MAIORANO et alili,1%%9Z).

3.15.Dosagom de aghcares redutores (ART)

Para a medida dos aglcares redutores totais, uma aliguota
de 5 ml do filtrado, descrito em 3.14, era transferida para um
erlenmeyer de 100 ml e misturada a 50 ml de &gua destilada e 5
ml de HC1l concentrado. A hidrélise era realizada em autoclave a
121°C por 15 minutos. Apds resfriamente, a mistura era
neutralizada com NaOH 40% e precipitavam-se as protelinas com
2,5 ml de ZnS0Q; 30% e K,[Fe(CN}s] 15%. Completado o volume para
100 ml e filtrado, a seguir, os agicares eram guantificados
pelo método do reagente DNS, descrito em 3.8.
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3.16 .Medidas de temperatura

As medidas de temperatura foram realizadas usando-se 8
termopares de cobre-constantan (Tipo J). O voltimetro usado
fornecia as leituras de temperatura diretamente, com uma
precisdo de 0,1 °C. A Figura 3.4 apresenta, esquematicamente, os
& pontos de medicdoc escolhidos para o reator, sendo gue, na
Figura 3.5, é mostrada a coluna em funcicnamento, com o meio e
os termopares inseridos. Utilizaram-se os outros 2 termopares
para medir as temperaturas do banho e a do ambiente.

h=2 8 0mm

h=21Omm

|
|

h=140mmnm

|

S _

|
gy

o

h="70mm

5

%

h=0mm

Figura 3.4.FPontos de medigdes de temperatura de leito semi~-
sdlido.
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Figura 3.5.Reator de coluna instrumentado para a medicdo da
temperatura do leito, conforme o descrito no 1item
3.16.

3.17.Condutividade Térmica do meio semi-sélido

Para medir a condutividade térmica (k) dos meios, empregou-
se o método do regime transiente com © uso de uma sonda,

conforme técnica e equipamento descritos por MURR (1992).

O equipamento, mostrado nas Figuras 3.6 e 3.7, é formado
por uma fonte de tensdo estabilizada TECTROL TC10-08, dois
milivoltimetros digitais, um indicador digital de temperatura

marca I0PE, uma resisténcia padrdo e uma sonda.
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1:Fonte

2:Voltimetros

\J% 3:Indicador de temperatura
4:Sonda

5:Amostra

6:Chave comutadora

7:Resisténcia padrio

-

Figura 3.6.Esquema do equipamento utilizado para a determinacao
da condutividade térmica dos meios semi-sélidos.

Figura 3.7.Equipamento utilizado para a determinagdo da
condutividade térmica dos meios semi-sdlidos.
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A sonda utilizada ¢é formada por uma agulha hipodérmica de
aco inox, com dimensdes de 1,5 mm de dilmetro externo e 70,5 de
comprimento (relacdo comprimento:didmetro=47), em cujo interior
foram introduzidos um fio de aquecimenito, de uma extremidade a
outra, e um termopar de cobre-constantan, com a junta na metade
de seu comprimento.

Tal sonda, construida no Laboratério de Medidas Fisicas deo
Departamento de Engenharia de Alimentos da FEA/UNICAMP, esté
representada na Figura 3.8.

Para medir a condutividade, foram usados tubos de ensaio
com dimensdes de 6 mm de didmetro dinterno e 1005 mm de
comprimento (relagso comprimento:didmetro = 17,5). Cada amostra
era coleocada no tubo de maneira a tentar ndo alterar o valor de
sua densidade aparente inicial. A seguir, a sonda era
introduzida em seu centro geométrico e se aguardava um periodo
até o equilibrio térmico. Usando a chave comutadora para
conectar a resisténcia padr3o, ajustava-se a corrente elétrica
que iria circular pela sonda para a faixa de 0,100 a 0,300 A,
Conectando~se a sonda, procedia~se a leitura da temperatura da
sonda a cada 10 segundos.

Correlacionaram—-se os dados, peloc método dos minimos
quadrados, obtendo-se a declividade “b” para cada experimento.
Conforme LONSANO et alii ({197%) e CANEDC et alii (1975,
eliminaram~se, a seguir, os8 pontos iniciais e finais gue nao
seguem a Equag¢dc 2.11 e procedeu-se uma nova correlacdo. A

condutividade foi calculada a partir da eguagdo 2Z.12:
b = 9 , onde:
4 7. k

g = I°.R (W);

I = intensidade de corrente na sonda (A);
R = resisténcia da sonda {Q).

Assim,

(3.7)
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A sonda foi inicialmente calibrada medindo-se a
condutividade térmica da &gua, acrescida de 2% de 4gar para

assegurar a ndo interferéncia da convecgio.

fio de ,
aquecimento isolamento
I S \
g x e ]
I =
termopar

Figura 3.8.Corte esquemédtico da sonda utilizada para determinar
a condutividade térmica dos melos semi-sdlidos

3.18.Caracterizagio cinética da amiloglicosidase (farelo

fermentado)

O farelo fungico obtido durante o estudo em biorreatores de
coluna foi utilizado para o estudo da caracterizacdo cinética

da amiloglicosidase bruta, conforme ¢ descrito a seguir.

3.18.1.Influéncia da concentragidc de substrato na atividade
enzimatica do farele fermentado

Para o estudo da influéncia da concentragiio de substrato
sobre a atividade enzimdtica do farelo fermentado fol usada a
téecnica descrita por PARK (1%72), com algumas alteracdes. O
sistema era constituido de 25,0 ml da sclucBo de substrato
{amido p.a.} & concentracdo de 0,1; 0,2; 0,3:; 0Q,4; 0,5; 0,7;
0,9; 1,0 e 4,0 %, dissolvido em tampdo acetato pH 4,2 e 1,0 ml
do extrato enzimadtico obtide conforme o descrito em 3.6. Para
cada concentracdoc de substrato era feito um branco, com 1iml de
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dgua destilada no lugar da enzima. O procedimento usado para a
determinacdo das atividades enzimé&ticas ¢ o mesmoe descrito no
item 3.7, Foram calculadas a Constante de MICHAELIS~MENTEN (Km)
e a Velocidade Maxima (Vpay) segundo a equacio de Lineweaver-
Burk, conforme o descrito o por PRZIYBYT & SUGIER (1988); NEHETE
et alii (1987); RAMASESH et alii (1982).

3.18.2.Influéncia do pH na atividade enzimatica

Para o estudo da influéncia do pH na atividade enzimatica,
o substrato utilizado foi amido p.a. 4% dissolvido em solucgdo
tampdo. Os sistemas utilizados obedeciam a seus limites de acao
tamponante: tampdo acetato-dcido acético para os pH 3,6; 4,0;
4,2; 4,4; 4,6; 5,0 e 5,6 e tampdo fesfato monobasiceo-bibasico
de s0dic para os pH 6,0, 7,0 e 8,0 (PASTORE, 1892}, O sistema
era constituldo de 25,0 ml da solugdo de amido para cada pH e
1,0 ml do extrato enzimdtico obtido conforme o descrito em 3.6.
O branco era feito no baldo de pH 4,2, com 1 ml de A&gua
destilada no lugar da enzima. O procedimentoc usado para a
determinagdo das atividades enziméticas ¢ o mesmo descrito no
item 3.7, sendo usados os valores de atividade relativa para
comparagdc entre os diferentes valores de PH (SATO,15%%91).

3.18.2 . Influéneia da temperatura na atividade enzimatica

Para o estudo da influéncia da temperatura na atividade
enzimatica, o substrato utilizado foi 25 mil de amido p.a. 4%
dissolvido em solugdo tampdo acetato com PH 4,2 e 1,0 ml do
extrato enzimatico obtide conforme o descrito em 3.6. As
misturas de reacdc foram incubadas as temperaturas de 30, 40,
50, 55, 60, 65, 70 e 75°C por 60 minutos. Para cada temperatura
era feito um branco, com Iml de &gua destilada no lugar da
enzima. O procedimento usado para a determinagidc das atividades
enzimdticas & o mesmo descrito no item 3.7, sendo usados os
valores de atividade relativa para comparagdc entre as
diferentes temperaturas (SATO,1991),
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2.18.4 Estabilidade témmica da enzima

Para o estudo da influéncia da temperatura na estabilidade
da enzima bruta, o extrato enzimético obtido conforme o
descrito em 3.6 fol pré-incubado as temperaturas de 40, 50, &0
e 70°C., A cada 60 minutos, num total de 5 horas, 1 ml do extrato
era retirado, determinando~se a sua atividade enzimatica
residual, conforme o descrito no item 3.7. Para cada amostra
era feito um branco, com Iml de &gua destilada no lugar da

enzima.

3.18.5.Estabilidade da enzima com o pB

Para o estudo da influéncla do pH na estabilidade da enzima
bruta, o extrato enzimdtico obtido em 3.6 e¢ra diluido, na
proporgdc de 1:4, em tampdes com diferentes valores de pH (3, 6;
4,0; 4,2; 4,4; 4,6; 5,0; 6,0, 7,0 e 8,0}, e incubado por 24
horas a 60°C, Apdés decorrido o tempo estabelecido, determinava-
se a atividade enzimAtica residual de cada amostra, conforme o
descritoc no item 3.7.

3.19.Planejamento Experimental

O método escolhido para a fase de otimizacdo do processo de
produgdo de amiloglicosidase em embalagens de polipropileno foi
¢ da Anédlise por Superficie de Resposta, composto por 88
experimentos divididos ao longo de 4 fases:

a.Planejamento Fatorial Fracionario;
p.Planejamento Composto Central com 4 variavels;
¢.Caminho de Ascendéncia Maxima;

d.Planejamento Composto Central com 3 varidvels.
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As respostas estudadas foram a atividade enzimdtica (A) de
amiloglicosidase do farelo, conforme 3.7, e a produtividade (P)
do processo fermentativo, esta Ultima definida como:

Af - Ag

P = (3.8)
Te

onde :

Ar=atividade enzimdtica do farelo seco no instante tr
{IU/Qrarelo seco) 7

Ag=atividade enzimdtica do farelo seco ng instante
inicial EIU/gfarelo seco) |

te=tempo de fermentagdo (h).

A Tabela 3.1 apresenta um resumo de todos os valores usados
para as & varidveis dependentes durante o plansiamento
experimental.

0s resultados obtidos durante as duas etapas do
planejamento por superficie de resposta foram submetidos a
anadlise de& wvariancia ({(ANOVA)}, conforme o descrito no item
2.7.3.
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TABELA 3.1.Resumo dos valores usados para as variaveis

independentes durante o planejamento experimental

T {°2) U (%) ty (h) C (%) X {esporos/g meio} t. (min}
30 40 48 15 1,0x104 0
35 50 84 20 1,0x10° 7,5

60 90 25 5,0x10% 15,0
96 30 7,3x105 22,5
108 35 8, 5%10° 30,0
118 50 9, 6x109 33,0
120 1,0x10% 37,5
123 1,1x108 40,0
128 1,2x108 45,0
132 1,3x106 50,0
134 1,5x106 52,5
139 2,7x108 60,0
144 5,0x108 67,0
156 6,6x106 67,5
174 1,0x107 75,0

T=temperatura de fermentacdo
=umidade do meio

tg=tempo de fermentagdo
C=roncentragdo de casca
A=goncentragdo de inécule

to=tempo de esterilizago

62



4 .RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 .Fermentagio semi-sélida em embalagem de polipropilenc
4.1.1.Plancjamento Fatorial Fracionario

Para avaliar o efeito dos pard3metros envolvidos no
processe de produgdo de amiloglicosidase e escolher dentre
estes quals devem ser usados na modelagem por Superficie de
Resposta, fol utilizado, nesta primeira etapa, um Planejamento

Fatorial Fracionaric.

Apds anadlise da bibliografia corrente, verificou~se um
grande numerc de varidveis estudadas na literatura. No entanto,
estes estudes foram realizados, geralmente, com  poucas
variadveis ¢ seus efeifos foram analisados em separado. Assim,

as variavels escolhidas para o presente trabalho foram:
~temperatura de fermentacdo (T):
~umidade do meio (U}:
~tempo de fermentacgdo (tf);
-concentracao de casca (C);
~concentragdo de indculo (X}
~tempo de esterilizagfo (tg).

0 Planejamentc Fatorial Fraciondrio montado foi do tipo
2%2 de resclucgdo IV, conforme descrito por BOX et alii (1978).
Com isto, o8 64 experimentos necessdrios para o fatorial
completo 2% foram reduzidos para 16 ensaios.

Os valores estudados para as varidveis nesta etapa, bem
come a codificagdo utilizada, s8oc apresentados na Tabela 4.1.
As condigdes experimentais utilizadas para cada ensaioc sdo
mostradas, em Sseus valores reais, na Tabela 4.2. A Tabela 4.3
apresenta as varidvels em sua forma codificada e o0s valores
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4:Fesultados e Discussio

obtidos para a atividade enzimatica e a produtividade. BAs
fungles geradoras do fatorial (BOX et alii,1978), usadas para a
construgdo da Tabela 4.3, foram definidas como: 5=123 e 6=234

TABELA 4.1.Codificagdo das varidveis usadas no Planejamento
Fatorial Fracionéario

NIVEIS T I te C X T
- 30 40 48 25 1X10°% 0
+ 35 60 96 50 1X107 30

T {(°C); U {$); tg (h}: C (%); X (eSpPoros/gueio} ! te {(min)

TABELA 4.2.Planejamento Fatorial Fraciondrio 2%2 em valores

reais
Experimento T U e C X te
1 30 40 48 25 1X109 0
2 35 40 48 25 1x107 0
3 30 &0 48 25 1x107 30
4 35 60 48 25 1X107 30
5 30 40 96 25 1X107 30
6 35 40 96 25 1X10° 30
7 30 60 96 25 1X10° 0
8 35 60 96 25 1x107 0
9 30 40 48 50 1X10° 30
10 35 40 48 50 1%107 30
11 30 60 48 50 1x107 0
12 35 60 48 50 1X10° 0
13 30 40 96 50 1x107 0
14 35 40 96 50 1X10° 0
15 30 60 26 50 1X10° 30
16 35 60 96 50 1X107 30

TC): U (8); ty (W) C (%)7 X (eSporos/gues)s te (min)
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TABELA 4.3.Varidveis codificadas e valores para a atividade
enzimdtica e a produtividade durante o Planejamento
Fatorial Fracionario 262

Experimento 1 2 3 4 5 6 A |4
ki - - - - - - 0,49 0,01
2 + - - o + - 3,46 0,07
3 - - - + + 260,44 5,42
4 + + - - - + 440,66 2,18
5 - - + - + + 505, 46 5,27
& + - + - - + 588,05 6,13
7 - + + - - - 0,37 0,00
& + + + - + - 2,86 ¢, 03
9 - - - + - + 283,03 5,90
10 + - - + + + 287,28 5,98
11 - + - + + - 7,29 0,15
12 + + - + - - 0,81 0,02
13 - - + + + - 1,98 0,02
14 + - + + - - 0,52 0,01
15 - + + + - + 514,196 5,36
16 + + + + + + 205,88 2,14

l=temperatura de fermentacdo {(T);
2=umidade do meio [(U);

J=tempo de fermentacdo {te);
4=concentracldo de casca ()
S=concentracic de indculs (X}:
é=tempo de esterilizagdo (tg};
A=Aatividade enzimdtica (IUfgfarelo);
P=Produtividade {JU/gfarelo/h) .-

De acordo com a Tabela 4.3, o8 melhores valores para A e P
alcangados nesta fase foram os relatives aos experimentos de
nimercos 6 e 4, respectivamente. Obtiveram-se 588,05 IU/%terels
para a atividade enzimédtica do farelo e 9,18 IU/Qfrarein/h para a
produtividade do processo.

O Tabela 4.4 mostra a influéncia dos efeitos principais e
dos efeitos de intera¢do entre as wvaridveils, possiveis de
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calcular para o fracicondrio construido, bem come o0s erreos
padrdes associados aos mesmos. 0Os efeitos foram calculados
conforme o método que emprega a Tabela dos Coeficientes de
Contrastes ("Table of Contrast Coefficients”), descrito por BOX
et alii (1978). Os errcos foram obtidos pela estimativa das

varidncias, conforme método descrito peleos mesmos autores.

TABELA 4.4.Planejamento Fatorial Fracionadrio 2%2: efeitos
principais e de interacdco entre as variaveis, e
seus erros padries.

Efeito RESPOSTA
A P
Média 193,91 % 1,33 +2,86 £ 0,02
Efeitos principais
1 -5,43 % 1,87 +0,18 + 0,03
2 -29,74 + 1,87 ~0,13 + 0,03
3 +67,02 + 1,87 -0,97 + 0,03
4 -62,60 + 1,87 -0,82 + 0,03
> -69,20 + 1,87 -0,9%4 + 0,03
6 +383,36 + 1,87 +5,63 + 0,03
Efeitos de 2% ordem
1x2=1%2+3%5 ~-27,51 % 1,87 -0,07 + 0,03
1%3=183+2x5 -50,71 + 1,87 -0,76 + 0,03
1x4=1x4+5x6 -72,57 + 1,87 ~1,00 + 0,03
1x5=1x5+2x3 -63,43 + 1,87 -0,84 %+ 0,03
1x6=1x6+4x%5 ~-4,83 £ 1,87 +0,19 + 0,03
2x4=2x4+3x%06 -68,57 + 1,87 ~0,93 + 0,03
2x6=2x6+3x4 -30,98 + 1,87 -0,16 + 0,03
4x6=4x6+2%3 -63,43 + 1,87 -0,84 + 0,03

l=temperatura de fermentacgio (T):
2=umidade do meioc (U);

3=tempo de fermentacgdo (tg);
d=concentracde de casca {C);
S=c¢concentragdoc de indculo (X):
6=tempo de esterilizagdo {tg);
A=Atividade enzimdtica (IU/gfarelc):
p=Produtividade {IU/gfarelo/h}.
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Conforme BOX et alii (1978), através da comparagdo dos
valores dos efeitos estimados para cada variavel, com o erro
padrdo associado a ela, é possivel predizer guais variaveis nao
contribuem de maneira significativa na resposta estudada.
Assim, o exame da Tabela 4.4 sugere gue o5 © pardmetros
estudados afetam tanto a atividade quanto a produtividade. No
entanto, € possivel observar que as intensidades dos efeitos de
algumas varidveis sdc bem diferenciadas., Para escolher quais
destes parametros seriam utilizados para a An&lise por
Superficie de Resposta, compararam-se os valores dos efelitos
principais, uma vez que a Resolucdo IV do fatorial torna
dificil uma andlise precisa dos valores de interagdo de 2%
ordem.

A variavel que maior efeito exerce sobre a atividade e a
produtividade ¢ ty. Um aumento de 0 para 30 minutos no valor de
e faz com que a atividade do farelo seja aumentada em 383,36
YU/ Y¢aretn. O mesmo aumentoe em Le provoca um acréscime de 5,63
IU0/gsare1o/h na produtividade. A temperatura (T), ao contrario,
pouco afeta a atividade enzimatica, que foi reduzida em 5,43
IU/9sare1. na mudanga de 30 para 35°C. Para a mesna variacdo de
T, a produtividade sofreu um acréscimo de apenas 0,17
IU/gsarers/h. Comparativamente, a alteracio no contendo de
umidade do meio (U) também pouco afetou as respostas estudadas.
Cabe ressaltar a observacgio de que o aumento em U de 40 para

60% causou reducdo em A e P,

Com & analise da Tabela 4.4, pode-se observar gue as
variadvels gue maior influéncia exerceram sobre a atividade
foram, em ordem decrescente: tg, X, ty e C. Como te & L5
apresentaram efeito positivo, guande da passagem do nivel (-)
para o (+), a continuidade dos experimentos foi realizada comnm
valores maiores para estas variaveis. Para a produtividade, as
mesmas 4 varidveis atuaram de forma significativa, porém em
ordem decrescente diferente: tg, tg, X e C, sendo que somente
te mostrou efeito principal positive. Em fungio do exposto, os
4 paré@metros escolhidos para a otimizacdo do presente processo
fermentativo foram: tf, C, X e tg.
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4.1.2.Primeiro Planejamento Composto Central

Com o objetivo de obter modelos mateméticos empiricos de
1% e 2% ordem gue descrevessem o comportamento da atividade e
da produtividade em funcdo de tr, €, X e ts, fol utilizado um
Planejamento Composto Central ("Central Composite Designs”™)
aplicével & Metodologia de Anadlise por Superficie de Resposta,
proposto por BOX & WILSON (1951) e descrito por KHURI & CORNELL
(1287) e BOX et alii (1978). © planejamento consistiu de um
fatorial 24 (em duplicata), somado & chamada configuracio
"estrela e com triplicata no ponto central, somandc 43
ensaios. Para o ponto central, em torno do qual fol projetada
esta fase, escolheram~se 0s seguintes valores: L = 108 h; C =
25 %; X = 5,05x10% esporos/gueic € te = 22,5 min.

Gs pardmetros do processo foram, nesta fase, estudados em
5 nivels codificados como: -2, -1, 0, +1 e +2. A aplicacédo da
Equagdo 2.2 para o presente planejamento resulta na seguinte
codificagdo para as varidveis:

x; = £ 108 (4.1
12
C - 25
X - 5,05x10°
X3 = L £ (4.3
4,95x10
te — 22,58
g = “*E":}“"é——-“ {4.4;
onde:

Xi=variavel codificada para te;
Xp=variavel codificada para C;
X3=variavel codificada para X;

Xg=variavel codificada para tg.
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05 valores estudados para as variavels nesta etapa, bem
como a codificacac utilizada, sdo apresentados na Tabela 4.5. A
partir dessa etapa, e em funcdc dos resultados cbtidos na fase
anterior, mantiveram-se constantes T=30°9C e U=50%. As condig¢des
experimentais utilizadas para cada ensaic sd8oc mostradas, em
seus wvalores reais, na Tabela 4.6, A Tabela 4.7 apresenta as
variadvelis em sua forma codificada, além dos valores obtidos

para a atividade enzimatica e a produtividade do processo.

TABELA 4.5.Codificacio das varidveis usadas no 1° Planejamento

Compostoe Central

NIVEIS te C X te
-2 84 15 _— 7,5
-1 96 20 1,0x104 15,0

0 108 25 5,0x10% 22,5
+1 120 30 1,0x108 30,0
+2 132 35 1,5%x106 37,5

te (h); C (3);7 X (esporos/gmic) s te (min)
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TARELA 4.6.Primeirc Planejamento Composto Central em valores

reais
Experimento tg (h} C (%) X (esporos/g meic) bt {min)
17 96 20 1,0x104 15
18 96 20 1,0x104 15
19 120 20 1,0x104 15
20 120 20 1,0x104 i5
21 96 30 1,0x104 15
22 56 30 1,0x104 15
23 120 30 1,0x104 15
24 120 30 1,0x104 15
25 219 20 1,0x106 15
26 96 20 1,0x108 15
27 120 20 1,0x106 15
28 120 20 1,0x106 15
29 96 30 1,0x106 15
30 96 30 1, 0x10%6 15
31 120 30 1,0x106 15
32 120 30 1,0x106 15
33 8é 20 1,0x104 30
34 96 20 1,0x104 30
35 120 20 1,0x104 30
36 120 20 1,0x104 30
37 86 30 1,0x104 30
38 56 30 1,0x104 30
39 120 30 1,0x104 30
40 120 30 1,0x104 30
41 86 20 1,0x1086 30
42 96 20 1,0x108 30
43 120 20 1,0x106 30
44 120 20 1,0x10%6 30
45 96 30 1,0x106 30
46 96 30 1,0x1086 30
47 120 30 1,0%106 30
48 120 30 1,0x106 30
49 108 25 5,0x105 22,5
50 108 25 5,0x105 22,5
51 108 25 5,0x10° 22:5
52 84 25 5, 0x%103 22,5
53 132 25 5,0x10% 22,5
54 108 15 5,0%x105 22,5
55 108 35 5,0x105 22,5
58 108 25 1,0x104 22,5
57 108 25 1,5%106 22,5
58 108 25 5,0%102 7,5
59 108 25 5,0x105 37,5
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para a atividade

¢ primeiro

Planejamento Composto Central
Experimento Xl X2 X3 X,g A (IU/grarelc) P {I1U/gfareio/h)
17 -1 - -1 -1 75,23 0,78
i8 -1 ~1 - -1 72,41 0,75
18 +1 -1 -1 -1 23,01 0,78
20 +1 -1 -1 -1 92,04 0,77
21 ~1 +1 -1 ~1 234,31 2,44
22 -1 +1 -1 -1 255, 98 2,67
23 +1 +1 -1 -1 200,11 1,67
24 +1 +1 -1 -1 195,52 1,63
25 - -1 +1 -1 144,97 1,51
26 -1 -1 +1 -1 154,15 1,56
27 +1 -1 +1 -1 258,63 2,10
28 +1 -1 +1 -1 271,51 2,26
29 -1 +1 +1 -1 168,03 1,75
390 -1 +1 +1 -7 173,37 1,81
31 +1 +1 +1 -1 187,51 1,56
32 +1 +1 +1 -1 193,33 1,61
33 -1 -1 -1 +1 135,43 1,41
34 -1 -1 -1 +1 146,52 1,53
35 +1 -1 -1 +1 345,861 2,88
36 +1 -1 -1 +1 392,40 3,27
37 -1 +1 -1 +1 344,02 3,58
3ig -1 +1 -1 +1 380,18 3,986
3% +1 +1 -1 +1 525,78 4,38
40 +1 +1 -1 +1 581, 62 4,60
471 -1 -1 +1 +1 231,87 2,42
4z -1 -1 +1 +1 259,98 2,71
43 +1 ~1 +1 +1 647,67 5,40
14 +1 -1 +1 +1 696,31 5,80
45 ~1 +1 +1 +1 474,11 4,84
46 -1 +1 +1 +1 478,91 4,59
47 +1 +1 +1 +1 345,16 2,88
a8 +1 +1 +1 +1 331,91 2,77
45 o g 0 0 123,67 1,15
50 g 0 g o 374,74 3,47
51 O ¢ 0 G 150,18 1,39
52 -2 ¢ G g 222,09 2,64
53 +2 & ¢ g 388, 64 2,54
54 0 - o 0 277,91 2,57
35 0 +Z G O 208,00 1,93
56 0 0 -1% 0 270,52 2,50
57 §] 0 +2 0 269,00 2,45
58 0 0 0 -2 a4,87 0,88
59 0 0 0 +2 578,08 5,36

"0 valor -2 corresponderia a um valor negativo para X
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4.1.2.1.Modelos para Atividade Enzimatica

Apls regressdc das respostas dos experimentos apresentadas
na Tabela 4.7, utilizando ¢ programa computacional MODREG
(BARROS NETO et al1i1,1995), fol possivel obter o seguinte
modelo de 1% ordem que relaciona a atividade enzimatica com as
variadvels estudadas:

A = 278,75 + 48,39.X] + 22,16.Xy + 26,00.X3 + 112,24.%4 (4.5

No Quadro 4.1 ¢ encontrada a anadlise de varilncia para o
modelo de 1* ordem apresentado. A comparacdo do valor calculado
para F, com o valor tabelado, mostra que o modelo ajustado para
explicar a variagdo da atividade enzimdtica é significative ao
nivel de confianga de 99% e explica 95,94% da variac8o das
respostas encontradas.

Quadre 4.1.Andlise de varidncla para o modelo de 1% ordem
obtido para a atividade enzimatica

Fonte de Soma Graus de Média Teste F
Variacéo Quadréatica Liberdade | Quadratica
Modelo 647,268,814 4 160.567,21 15,30
Desvios 398.,737,23 38 10,493,098 —
Total 1.041.0086,07 42 - e

Coeficlente de Correlagdo=0, 9594
Valor de F tabelado:F{o’99;4;33}:3,8?

Utilizando o programa MODREG, ajustou-se o seguinte modelo
de 2* ordem para a atividade em funcdo das variaveis
codificadas:
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A = 232,28 + 48,39.X1 + 22,16,Xp + 27,08.%X3 + 112,25.Xg +
18,92,%12 +3,31.X52 + 0,95.%3% + 26,82.X4% -
48,71.%1.Xy + 3,08.X1.X3 + 36,51.X3.Xg4 ~ 51,36.Xp.X3 +

3,93.%X0.%g + 9,86.X3.%y (4.6}

0 Quadro 4.2 apresenta a andlise de wvariidncia para o
wodelo de 2% ordem obtido. A andlise deste guadro indica que,
também para o modelo guadratico, a equagio ajustada €
significativa ao nivel de confianca de 99%, sendoc que explica
95, 94% da variacdc das respostas encontradas para a atividade.

Quadro 4.2.2nadlise de varidncia para © modelo de 27 ordem
obtido para a atividade enzimatica

Fonte de Soma Graus de Média Teste F
Variacéoc Quadratica | Liberdade | Quadréatica
Modelo 871.188,78 14 62,227,771 10.26
Desvios 163.815,43 28 6.064,84 _—
Total 1.041.004,21 42 e e

Coeficiente de Correlacgido=Q0, 9534
Valor de F tabelado:F(Q,99;14;23)=2,80

Assim, os modelos linear e quadratico ajustados sao
estatisticamente representativos da variagdo da atividade
enzimdtica nas condigdes experimentais utilizadas. A escolha de
qual dos modelos melhor descreve esta variacdo ndo pode ser
realizada pela simples comparagdo dos valores de F, ou dos
coeficientes de correlacdc, uma vez gque os graus de liberdade
ligados a cada modelo sdc diferentes. A escolha foi realizada
através da comparaciio do F calculado pela Equagdo 4,7 com o
valor tabelado de Fig;y1;v2) Para vi=r e vp=N-p {CORNELL, 1281},
cujo procedimento ¢é denominado "Teste de Preferéncia entre
Modelos™,
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o= (SSERED - SSECOM) / r
SSECOM /;(N - P)

{4.7)

onde:

SS8Eeow= soma dos quadrados dos desvios do modelo

completo;

SSErep= soma dos gquadrados dos desvios do modelo
reduzido;

N = namere de ensaios - 1

= nimero de pardmetros do modelo complsto;

T = diferenca entra p e © numero de termos do
modelo reduzidos

o = nivel de confianca.

Com a substituicdo dos valores encontrados nas Tabelas 4.8
e 4.9, na Equacdo 4.7, obteve-se F=3,64, Comc o walor tabelado
para F(p,99;10;27)73,06 & menor, conclui-se, a um nivel de
confianca de 99%, que o modeleo quadrético é, para as condi¢des
experimentais utilizadas, aquele gue melhor explica a variagdo
das respostas encontradas para a atividade enzimiatica do farelo
em fungéo de tf, C, X & tg.

A substituicdc das variaveis codificadas, dadas pelas
Equaches 4.1 a 4.4 na Equagdo 4.6, produz a seguinte expressdo

para atividade como funcgdo das variavels reais:

A = ~174,89 - 13,29.tf + 93,66.C + 4,55x1074.X ~ 54,75.tg +
0,13.t¢2 + 0,13.¢2 + 3,88x10712.x2 + 0,48.t.% -
0,81.te.C + 5,19%1077 . tg.X + 0,41.tg.te - 2,08x1072.C.X +

0,10.C.te + 2,66x1070. X, tq {(4.8)

Os altos valores encontrados para os coeficientes de Xy4
nas Equagdes 4.5 e 4.6 mostram a ¢grande influéncia desta

variavel no processo. Com © aumento do tempo de esterilizagdo,
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aumenta também a geleificacidc e/ou hidrélisge parcial do amido
presente no substrato, elevando a disponibilidade de glicose e
dextrinas para o crescimento inicial do microrganismo. Se o
aumento em A e P fosse devido somente a diminuigdo da carga
microbiana enm razdo da esterilizacao, tanto valores
intermedidrios como elevados de t, produziriam os mesmos
resultados; além disso, a condugdc de experimentos em condices
nac~assépticas ndc acarretou diminuicdo significativa nos
valores de A e P (dados ndc mostrados). 0s coeficientes de X1,
Xz e X3 também indicam um aumento nos valores da atividade com
© aumento dos valores de tf , C e X; no entanto, o5
coeficientes também indicam a existéncia de interagdes
negativas (efeito antagbnico) entre Xi1-Xp (te-C) e Xp-X3 {(C~¥X)
nas duas equagdes. Para uma an&lise mais detalhada deste
comportamento, utilizou-~se a Equagdo 4.8 para construir
graficos  tridimensionais {superficies de resposta) que
possibilitassem estudar as interacSes entre variaveis.

A variagdo da atividade com relacidc a tfr @ tg para
condigdes fixas de C e X estd representada na Figura 4.1.
Observa-se o forte efeito do aumento de Te na atividade. ©
comportamento de ty & semelhante, com excecdo feita para baixos
valores de tg, nos gquais nota-se uma pequena diminuicdoc de A
com o aumento de ty, talvez devida & contaminacdc microbiana
inicial, que a partir de um certo tempo compete, em vantagem,
com o Aspergillus. Também se torna impossivel estabelecer
limites tedricos de tf e tg para determinar seus valores
6timos. Para o0s experimentos realizados, os melhores valores
obtidos s&o: ty =132 horas e to=37,5 minutos.

A Figura 4.2 mostra o efeito de C e X na atividade, para
condigdes restritivas de tf e tg. E possivel notar que, para os
valores analisados de tg¢ e to, duas condigdes de operacic sio
possiveis para obterem-se, como resposta, altos valores de A:
baixos valores de C combinados com altos valores de X: ou altos
valores de C conjuntamente com baixos de X. Também nota-~se uma
maior influéncia de X em relacdo a C. Teoricamente, seria
impossivel estabelecer limites de € e ¥ para determinar os
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valores o6timos destas varidveis. Assim, os limites adotados
foram os valores extremos analisados praticamente: C=15% e
X=1,50x10® esporos/gmeio- Valores muito baixos de C, para uma
escala maior de producgdo, podem ser indesejados, principalmente
nos biorreatores verticais de leito fixo, onde a transferéncia
de massa (principalmente de &gua e oxigénio) e calor sdo os

fatores limitantes do crescimento do fungo.

4.1.2.2.Modelos para Produtividade

Utilizando-se do mesmo método aplicado no item 4.1.2.1, a
regressdo para os valores de produtividade, apresentados na

Tabela 4.7, forneceu o seguinte modelo de 1® ordem:

P=2,57+0,15.X7 + 0,25.Xp + 0,24.X3 + 1,02.Xy (4.9)

A andlise de varidncia para este modelo de 1% ordem ¢é
apresentada no Quadro 4.3. O modelo explica 95,57% da variacdo
das respostas, sendo significativo ao nivel de confianga de
99%.

Quadro 4.3.Andlise de variadncia do modelo de 1® ordem obtido
para a produtividade

Fonte de Soma Graus de Média Teste F
Variagao Quadratica | Liberdade | Quadratica
Modelo 47,13 4 11,78 13, 97
Desvios 32,05 38 0,84 _—
Total 79,18 42 — S

Coeficiente de Correlacgdo=0,9544

Valor de F tabelado:F(g,99;4;38)=3,87
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0O modelo de 2% ordem obtido para relacionar a
produtividade prevista com as varidveils estudadas, em sua forma

codificada, foi o seguinte:

P=2,15+ 0,15.X7 + 0,25.X» + 0,25.X3 + 1,02.X4 +
0,16.X72 + 0,03.X52 + 4,74x1073.X32 + 0,25.%X42 -
0,49.X7.Xp + 3,43x1073.X7.X3 + 0,23.X1.Xg4 -

0,45.X5.X3 + 0,07.X0.X4 + 0,11.X3.Xy (4.10)

No Quadro 4.4 & apresentada a analise de variancia para o
modelo de 2® ordem, que se mostrou significativo ao nivel de
confianca de 99%. 0 modelo explica 95,57% das respostas obtidas

para a produtividade.

Quadro 4.4.Andlise de variadncia do modelo de 2® ordem obtido
para a produtividade

Fonte de Soma Graus de Média Teste F

Variacéao Quadréatica Liberdade | Quadréatica =
Modelo 65,19 14 4,66 9,32
Desvios 14,00 28 0,50 _
Total 79,19 42 el =8

Coeficiente de Correlacgdo=0,9544
Valor de F tabelado:F(O,99;14;28)=2, 80

A escolha de qual dos modelos melhor descreve a variacdo
da produtividade com as varidveis independentes foi realizada
pela aplicacdo do "Teste de Preferéncia entre Modelos". A
aplicacdo da Equagdo 4.7, com os valores apresentados nas
Tabelas 4.10 e 4.11, resultou em F=3,48. Através da comparacgdo
deste valor com o tabelado para F(g,99;10;27)=3,06, concluiu-se

que, com um nivel de confianca de 99%, o modelo de 2% ordem é o
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que melhor explica as respostas encontradas para a

produtividade do processo fermentativo.

A substituicdo das Equagbes 4.1 a 4.4 na Equacdao 4.10
fornece a seguinte expressdo para a produtividade como fungao

das varidveis reais:

P =-4,56 - 0,08.tf + 0,92.C + 4,39x1076.X - 0,40.tg +
1,11x1073.t¢2 + 1,20x1073.C2 + 4,44x1073.t2 -

8,17x10"3.t¢.C + 2,56x1073.tf.te - 1,82x1077.C.X +

1,87x1073.C.to + 2,96x1078.X.tg (4.11)

Da mesma forma como aconteceu para a atividade, os valores
elevados para os coeficientes de X4 nas Equagdes 4.9 e 4.10
mostram o maior peso do tempo de esterilizagdo (tg) sobre a
produtividade. Contrariamente ao esperado, C e X, comparado a

t¢, parecem exercer maior influéncia sobre P.

Na Figura 4.3 encontra-se graficado o efeito que tf e tg
exercem sobre a produtividade para condigdes fixas de C e X.
Observa-se ¢ grande efeito que te exerce sobre By
principalmente para valores maiores (acima de 20 minutos)
fazendo com que mesmo tf, para as condi¢bes estudadas, tenha um

efeito positivo sobre a Produtividade.

A Figura 4.4 mostra o comportamento da Produtividade com a
variacdo de C e X para tf e teg constantes. Os melhores valores
para P sdo obtidos trabalhando-se com baixos valores de C e
altos valores de X, de modo semelhante ao comportamento

mostrado na Atividade Enzimatica.

Novos experimentos foram necessdrios para determinar
valores mais precisos para estas variaveis, em especial para
te, uma vez que as reagoes bioquimicas devidas ao aumento no
tratamento térmico tendem a crescer drasticamente.
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4.1.3.Caminho de Ascendéncia Maxima

Como a regido de investigacdo da Superficie de Resposta
estava longe de um ponto de maximizacdo, utilizou-se a
metodologia descrita por CORNELL (1990) e KHURI & CORNELL
(1987), denominada Caminho de Ascendéncia Maxima ("Steepest
Ascent Path") para estabelecer um novo Ponto Central e uma nova

regido de estudo.

Em funcdo da concentracdo de casca de arroz no meio (C)
ter demonstrado, na fase anterior, ser a variavel de menor
influéncia nas respostas estudadas, manteve-se seu valor

constante em 15%.

Para determinagdo dos valores de tf, X e tg a serem
examinados ao longo do Caminho de Ascendéncia Maxima, utilizou-
se a Equacdo 4.5, obtida na fase anterior, que descreve o
modelo de 1% ordem para a atividade enzimdtica. Aplicando as
Equacdes 2.2, 2.7 e 2.8 e arbitrando a troca incremental

Ay=15,0 minutos, para tg, temos:

A, 15
. = - = 2,0 (4.12)
A2 /2 75
b 112,24
v=—4_ = - 28,06 (4.13)
2 Xy 2.2
b 48,39
X] = —— = = 0,86 (4.14)
2.v 2.28,06
Ay = X1 . (AzZ1/2) = 0,86.12 = 10,32 h (4.15)
b 26,00
Xy = — = —— = 0,46 (4.16)

2.v  2.28,06
Az = X3 . (AZ3/2)=0,46.4,95x10° = 2,28x10° eSporos/gmeio (4.17)

A partir dos valores acima determinados para X3, X3, X4,
A1, A3 e Ay, construiu-se o planejamento para o caminho de
ascendéncia, cujas coordenadas sdo apresentadas na Tabela 4.8
em sua forma real. Na Figura 4.5 é mostrada a representacgao

geométrica destes pontos para as variaveis estudadas. Para
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melhor visualizacd@o deste estudo também sdo reproduzidos neste
grafico os pontos centrais (P.C.), os pontos da configuracao
estrela e as linhas de contorno da atividade enzimatica do

primeiro planejamento composto central.

TABELA 4.8.Pontos ao longo do Caminho de Ascendéncia Maxima em
valores reais

Experimento  Parémetro te X te
— PC 108 5,0x10° 25:5
— Ay 10,32 2,28x10° 15
60 PC+1, 0A 118 7,3x10° 37,5
61 PC+1,5A4 123 8,5x10° 45
62 PC+2, 0A4 128 9,6x10° 52,5
63 PC+2, 5A4 134 1,1x106 60
64 PC+3, 0A4 139 1,2x109 67,5
65 PC+3, 544 144 1,3x10° 75
66 PC+1, 0A4 118 7,3x109 37,5
67 PC+1,5A4 123 8,5x10° 45
68 PC+2, 0A4 128 9, 6x10° 52,5
69 PC+2, 5A 134 1,1x106 60
70 PC+3,0A; 139 1, 2x16° 67,5
71 PC+3, 5A4 144 1,3x106 75

tg (h); C (%); X (esporos/gneio); te (min); PC=Ponto Central
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A Tabela 4.9 apresenta as varidveis na forma codificada, e
0s valores obtidos para a atividade enzimdtica nesta fase. Os
pontos experimentais ensalados para ty e tg s3c mostrados, com
os respectivos valores da atividade, na Figura 4.6. Nota-se,
nesta Figura, um aumento inicial na atividade enzimatica do
farelo, cujo wvalor médio para o0s ensalos 60 e 66 & de
518,1210/G¢are10. No terceiro ponto desta figura {ensaios 62 e
68), a atividade tem seu valor médic maximo para este
planejamento (590, 14IU/Qeyre10) r decrescendo a partir de entao
até o valor médio de 550,09IU/grare10 Para os experimentos 65 e
71. Assim, a regifio de estudc nas proximidades dos ensaios 62 e
68 acenou com a possibilidade da existéncia de um méximo na
produgdo da enzima com relagdo a ty e/ou ty e/ou X.

TABELA 4.%.Variédveis codificadas e valores obtidos para a
atividade enzimatica a¢ longe do Caminho de
Ascendéncia Maxima

Experimento X1 X3 X4 A (IU/gtarels)
50 0,86 0,46 2,00 501, 99
61 1,25 0,69 3,00 453, 50
62 1,67 0,92 4,00 600, 55
63 2,08 1,16 5,00 568,09
64 2,58 1,38 6,00 576,77
65 3,00 1,61 7,00 528,26
66 0,86 0,46 2,00 534,24
67 1,25 0,69 3,00 597,70
68 1,67 0,92 4,00 579,72
69 2,08 1,16 5,00 597,99
70 2,58 1,38 6,00 579,44
71 3,00 1,61 7,00 571,91
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Figura 4.6.Valores apresentados pela atividade enzimatica
{TU/Gsare1o) &0 longo do Caminho De Ascendéncia
Maxima, em funglo de tf e tg.

Analisande os valores apresentados na Tabela 4.2 e o
comportamento da Figura 4.6, bem como a impossibilidade de se
usarem determinados intervalos de variacéo para X
{possibilidade de valor negativo para a concentragdo inicial de
esporos), decidiu-se pela escolha do seguinte ponto central
para continuar os estudos por superficie de resposta: tg = 132
hy X = 2,7x10% esporos/gmeic e te= 50 min.
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4.1.4.Sequndo Planejamento Composto Central

Utilizou-se um novo Planejamento Composto Central para
avaliar e modelar o comportamento da atividade e da
produtividade, em fungdo de tg, ¥ e to. O Planejamento
consistiu de um fatorial 23 , somado & chamada configuragéo
"estrela” e com triplicata no ponto central, somando 17
ensaics. A concentracio de casca de arrez no melo {C) fei

mantida constante em 15%.

Os parametros do processo foram estudados em 5 niveis
codificados come: -1,73; -1; 0; +1 e +1,73. Para o presente

planejamento utilizou-se a seguinte codificacgdo:

£ 132
Y, = Le = 132 (4.18)
24
X - 2, 75%10°
YQ = 3 {(4.19)
2,25x10Q
t. - 50
Y, = e (4,20}
i0o
onde:

Yi=varidvel codificada para tf;
Yy=variavel codificada para X;

Yg=variadvel codificada para t,..

Os valores estudados para as variavels nesta etapa, bemn
come a codificacdo utilizada, sdo mostrados na Tabela 4.10. As
condigdes experimentais utilizadas para cada ensaic sdo
apresentadas em suas formas reals na Tabela 4.11, A Tabela 4.12
apresenta as varidveis em sua forma codificada, Jjuntamente com

oS valores obtidos para a atrividade enzimatica & a

produtividade do processo.
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TABELA 4.10.Codificacdo das variaveis usadas no 2° Flanejamento
Composto Central

NIVEIS te % te
-1,73 90 - 33
-1 108 5,0x105 40
0 132 2,7x10%8 50
+1 156 5,0x10% &0
+1,73 174 6, 6x106 &7

tg {(h); X {e5poros/gmec); te (min)

TABELA 4.11,Planejamento Composto Central em valores reais

Experimento tf X ta
72 108 5, 0x10% 40
73 156 5,0x10° 40
74 108 5, 0x106 40
75 156 5,0x10% 40
76 108 5,0x10% 60
77 156 5,0x102 60
78 108 5,0x10% 60
79 156 5,0x109 60
80 132 2,7%x106 50
81 132 2,7x106 50
82 132 2,7x106 50
83 90 2,7Tx108 50
84 174 2,7x106 50
85 132 5, 0%10%9 50
86 132 6, 6x108 50
87 132 2, 7x10¢ 33
88 132 2,7x106 67

te (h)r X {28p0ros/dreict § Ly (minj
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TABELA 4.12.Varigvels codificadas e valores obtides para a
atividade enzimdtica e a produtividade durante O
Segundo Planejamento Composto Central

Experimento Yq Yo Y3 A (IU/Gtare1o) P (TU/Ggurer0/h)
72 -1 -1 ~1 250,52 2,32
73 +1 -1 -1 533,68 3,42
74 -1 +1 -1 731,79 &,78
T5 +1 +1 -1 775, 66 4,87
76 -1 -1 +1 476,67 4,41
77 +1 -1 +1 718,51 4,61
78 ~1 +1 +1 769,96 7,13
79 +1 +1 +1 605,52 3,88
80 0 0 0 701,03 5,31
81 & 0 g 686, 90 5,20
82 0 0 0 735,04 5,57
83 -1,73 0 0 363,05 4,03
84 +1,73 Q 0 786,39 4,52
85 0 -1* 0 503, 97 3,82
g6 0 +1,73 0 442,35 3,35
87 & 0 -1,73 713,62 5,41
88 0 0 +1,73 B07,55 6,12

*0 valor ~-1,73 corresponderia a um valor negativo para X

4.1.4.1.Modelos para Atividade Enzimatica

Com a regressio das respostas dos exXperimentos
apresentadas na Tabela 4.12 foi possivel obter o seguinte
modelo de 1* ordem, que relaciona a atividade enzimatica com as

varidvelis estudadas nesta fase:

A= 621,11 + 81,26.Y7 + 59,26.Yy + 31,55.¥3 {(4.21)
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No Quadro 4.5 & encontrada a anadlise de varidncia para o
modelo de 1? ordem apresentado. A comparagdo do valor calculado
para F com o valor tabelado mostra que o modelo ajustado para
explicar a varilagdo da atividade enzimdtica é significativo a
um nivel de confianga entre 75 e 9%0% e explica 89,72% da
variacdo das respostas encontradas.

Quadro 4.5.Andlise de varilncia do modelo de 17 ordem obtido
para a atividade enzimatica

Fonte de Soma Graus de Média Teste F
Variagdo Quadratica | Liberdade | Quadratica
Modelo 148410, 00 3 49470,00 2,20
Desvios 25%2184,23 13 22475,71 —
Total 440594,23 16 — —

Coeficiente de Correlacao=0,8972
Valor de F tabelado:F{O’75;3;13):1,55

F0,90;3;13)=2,26

O modelo de 2* ordem ajustado para a atividade em funglo
das variaveis codificadas & representado pela Equacdo 4.22:

A = 710,18 + 81,26.Yy + 96,25.Yp + 31,55.¥3
~ 34,03.Y72 ~ 121,33.Y52 + 27,93.Y57

- 80,70.¥1.Yy - 31,20.Yy.¥Y3 =~ ©7,87.Y2.¥3 {4,22)

0 Quadre 4.6 apresenta a andlise de wvaridncia para o
modelo de 2® ordem obtido. A andlise desta tabela indica que a
equacdo ajustada & significativa ac nivel de confianga de 99%,
sendo que explica 99,72% da variagdo das respostas encontradas
para a atividade.
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Quadro 4.6.Andlise de varidncia do modelo de 2® ordem obtido
para a atividade enzimédtica

Fonte de Soma Graus de Média Teste F
Variacdo Quadratica Liberdade | Quadratica
Modelo 401009,76 -9 44556, 64 7,93
Desvios 38350, 44 7 5621,4% —
Total 440360, 20 16 — —

Coeficiente de Correlacgdo=0, %972
Valor de ¥ tabeladO:F(O’99;9;7)=6,72

A anédlise das Tabelas 4.17 e 4.18 permite concluir gue,
para as condig¢des experimentals testadas, ¢ modelo de 2* ordem
& o que melhor explica a variagdo da atividade enzimatica em
funcao de tf, X e tg.

A substituigdo das Equagdes 4.18 a 4.20 na Equagdo 4.22,
produz a seguinte expressac para atividade como Tfungdc das
variadvels reais:

A = -2354,65 + 29,83.t¢ + 5,23x107%.X + 0,63.tg
- 0,06.tge = 2,40x10711 %2 + 0,28.t.°2

- 1,49%107€ te.X ~ 0,13.te.te ~ 3,02x1076 3.t (4.23)

Os coeficientes das Equagdes 4.21 e 4,22 indicam que, para
a nova regidc de estudo, as varidvelis ty e X apresentam maior
influéncia sobre a atividade do farelo do que tg. As derivadas
parciais da Egquacdoc 4.23, com relagdo a cada variavel, mostram
a existéncia dos seguintes pontos de maximo e minimo locais:

tg = 159,4 horas = maximo local;
X = 2,76x106 esporos/gpeio | = maximo local;
te = 50,7 minutos = minimo local
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As Figuras 4.7, 4.8 e 4.9, obtidas a partir da Equacgao

4.23, mostram com clareza tais pontoes.

Na Figura 4.7 €& apresentada a variacdc da atividade com
relagdo a X e tg, mantendo-se constante tg = 160 horas (MAXIMO
LOCAL). Verifica-se a existéncia de duas regibes de operacio
onde a atividade apresenta valores elevados: uma para bailxos
valores de X combinados com altos valores de t,; e outra para
valores de te abaixo de 50 minutos e X da ordem de 3,0x106

esporos/dpeio -

Na Figura 4.8 manteve~se constante X=2,7x109 esporos/gpein
(MAXIMO LOCAL) e observou-se a variacg8c da atividade com ty e
te. 08 melhores valores para A s3o observados em duas condigles
distintas de operacdo: valores de t, abaixo de 50 minutos e
valores para ty em torne de 160 horas; e valores de ty acima de
50 minutos combinados com valores para ty de aproximadamente
110-130 horas.

A Figura 4.9 mostra o comportamento de A conforme a
variagdo de tf e X para tp = 40 minutos. Os malores valores
para a atividade sdo observados exatamente na regiidc que
engloba os valores méaximos locais: tg= 160 horas e X=2,7x10%
esporos/gpeio- B escolha das condi¢des Otimas de operacgdo tem
come fator limitante a influéncia de ty na predutividade do
Processo.
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(owe®iInd Y

50,000
150,000
250,000
300,000
400,000
500,000
600,000
700,000
750,000
B50, 000
above

MIRRE0CNN

Figura 4.7.Variacdo da atividade com X e te para tg= 160 horas

(opedion Y

350, 000
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450,000
500,000
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600,000
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800,000
850,000
above

RIRRAUCNTNN

Figura 4.8.Variagdo da atividade com tf e tgo para X = 2,7x106
esSporos/gpeio

82



4.Resultados e Discussio

lopRBInh Y

70,000

150,000
200,000
300,000
350,000
450,000
550,000

RARGCONAN

Figura 4.9.Variacdo da atividade com tf e X para te= 40 minutos

4.1.4.2 Modelos para Produtividade

A regressao dos valores para produtividade apresentados na
Tabela 4.12 resultou no sequinte modelo de 12 ordem que

relaciona a resposta prevista com as variaveis estudadas:

P=4,73 - 0,21.Y] + 0,54.Yp + 0,27.Y3 (4.24)

A analise de varidncia para este modelo de 12 ordem &
apresentada no Quadro 4.7. O modelo explica 99,72% da variacdo
das respostas; contudo, o nivel de confianca apresentado pela

aplicacdo do Teste F ficou abaixo de 75%.
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Quadro 4.7.Analise de variédncia do modelo de 1°

para a produtividade

4.Resultados e Discussao

ordem obtido

Fonte de Soma Graus de Média Teste F
Variacéo Quadréatica Liberdade | Quadratica
Modelo 5,16 3 1.y 72 P i
Desvios 20,10 13 1,55 e
Total 25,26 16 . _
Coeficiente de Correlacdo=0,9972
Valor de F tabelado:F{Of75;3;13)=l,55
O modelo de 2° ordem obtido para relacionar a

produtividade com as variadveis codificadas foi o seguinte:

P=15,40 - 0,21.Y] + 0,82.Yy + 0,27.Y3
- 0,26.Y12 - 0,92.Y52 + 0,23.Y32
= 0,73.¥1.¥2 = 0,20.¥3.¥3 = 0,50.¥3.¥3 (4.25)

No Quadro 4.8 ¢é mostrada a andlise de variadncia para o
modelo de 2°%

confianca acima de 95%.

ordem, que se mostrou significativo a um nivel de
O modelo explica 99,72% das respostas

obtidas para a produtividade.

Quadro 4.8.Andlise de variédncia do modelo de 2°
para a produtividade

ordem obtido

Fonte de Soma Graus de Média Teste F
Variacéo Quadratica Liberdade | Quadratica
Modelo 22,13 9 2,46 9, 51
Desvios 3513 7 0,45 _
Total 25,26 16 S _

Coeficiente de Correlacdo=0,9972
Valor de F tabelado:F(0r95;9;7)=3,68
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Da mesma forma que no item anterior, a andlise das Tabelas
4.19 e 4.20 permite concluir que, para as condic¢des
experimentais testadas, o modelo de 22 ordem é o que melhor

explica a variagdo da produtividade em funcgdo de tf, X e tg.

A substituigcdo das Equagdes 4.18 a 4.20 na Equacdo 4.25
produz a seguinte expressdo para a produtividade como funciao

das variaveis reais:

P o= =1k, 60 + 0,21708 + 4,40x1076.X + 0,02.t¢

- 4,51x1074.t¢2 - 1,82x10713.x2 + 2,30x1073.t,2

- 1,46x1078.te.X - 1,21x1073.tfr.te - 2,22x1078.X.t, (4.26)

Os coeficientes de Y7 (tf) nas Equagdes 4.24 e 4.25
indicam o efeito negativo que esta varidvel exerce sobre a
produtividade do processo, na nova regido de estudo. Nas mesmas
equagdes nota-se a maior influéncia que X apresenta sobre a
produtividade quando comparado com te. As derivadas parciais da
Equagdo 4.24, com relacgdo a cada variavel, mostram a existéncia

dos seguintes pontos de madximo e minimo locais:

tf = 60,5 horas = maximo local;
X = 6,92x10° esporos/gmeio = maximo local;
te = 45,0 minutos = minimo local

A partir da Equacdo 4.26 construiram-se as Figuras 4.10,
4.10 e 4.12 que mostram o comportamento da produtividade do
processo com relacdo as duas varidveis, mantendo-se a terceira

fixa.
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(wopeBiny d
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5,500
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Figura 4.10.Variacdo da produtividade com X e te

para
t£=90 horas
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Figura 4.l1l1l.Variagdo da produtividade com tr e te

para
X = 6,6x106 esporos/gpeio
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WoeEHInh &
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2,000
3,000
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4,000
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5,500
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above

L]

Figura 4.12.Variacdo da produtividade com tf e X para
te= 40 minutos

A Figura 4.10, que representa a variacdo da produtividade
com X e tg para tf = 90 horas (menor valor usado para tf nesta
fase), apresenta o ponto de maximo local para X e o minimo para
te. Nota-se que, para valores elevados de X, os limites
inferiores e superiores para to apresentam a mesma influéncia

sobre P.

Na Figura 4.11 fica evidente a agdo de tg sobre a
produtividade do processo para X = 6,6x10° esporos/gmeio-. A
Figura 4.12 mostra o comportamento da produtividade com relacao
a tf e X (para teo = 40 minutos) e complementa a observacéao
anterior. Nesta Figura os melhores valores sdo alcancados para
tf pequenos e X elevados. Assim, para qualquer valor de t. e
para valores elevados de X, P diminui drasticamente com o

aumento de tg.
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4.2 .Fermentacdo semi-sélida em fermentador de coluna

Em seguida ao término da fase de otimizacdo das condigées
fisico-quimicas de cultivo, passou-se & montagem do sistema
composto por fermentadores de coluna, escolhidos para a segunda
etapa deste trabalho. O ponto critico deste estdgio inicial foi
a construgdo dos reatores, que necessitou de diversos ajustes
e/ou reconstrucdo por parte da firma fornecedora, até se chegar
a um modelo que poderia ser considerado satisfatério aos

objetivos propostos.

Concluida a montagem proposta na Figura 3.1, partiu-se para
os ajustes e testes do equipamento, de maneira a minimizar os
problemas que poderiam surgir durante 0s processos

fermentativos.

Apbds o0s testes de cada componente do sistema, partiu-se
para o ajuste geral do equipamento, que sé foi possivel com a
realizagdo de ensaios fermentativos preliminares (resultados
ndo apresentados), que também serviram para identificar que,
normalmente, a fase de maior producgcdo da enzima se encontrava
entre 24 e 70 horas de fermentagdo. Além disso, para tal fase,
a coleta de amostras a cada 6 ou 12 horas apresentou resultados

semelhantes, motivo por que se optou pelo ultimo intervalo.

No QUADRO 4.9 -encontra-se 1listado o tempo total de
fermentagdo para <cada ensaio e o resumo das condigdes
operacionais usadas nesta série de experimentos, no qual VMM
indica a “Wazdo de ar por Massa de Meio” e d,,, a densidade
aparente do meio no inicio do processo. Realizaram-se 37
ensaios neste tipo de reator, sendo que as seguintes condicgdes,

otimizadas anteriormente, foram mantidas fixas:

T = 30°C; U = 50%;
C = 15%; X = 4x10° esporos/gmeio;
te = 40 minutos.
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QUADRO

4.Resultados e Discussio

operacao

4.9.Tempos de fermentagdo e condigdes de
utilizadas durante as fermentagdes semi-sélidas em
reatores de coluna
Experimento VMM Vazdo de ar de, t:
(mlar/h/Qneio) (la:/h) (g/1) (h)
Cl 0 0 618 165
Cc2 5 1,25 629 168
C3 10 2;50 629 139
C4 10 3,00 594 118
c5 20 5,00 616 120
cé 20 5,00 586 184
C7 30 7,50 635 144
C8 30 7,50 615 139
Cc9 30 1450 648 120
G106 40 10,00 620 144
Cll 40 10,00 606 120
cl2 40 10,00 629 184
cl3 50 12,50 634 144
Cl4 50 12,50 653 139
C15 50 15,00 611 118
Cleé 60 15,00 617 168
cl7 60 15,00 602 120
Cl8 60 15,00 629 120
C19 70 17450 631 168
Cc20 70 17,50 603 184
cz21 80 20,00 616 168
Cc22 80 20,00 600 184
C23 90 22450 644 168
Cc24 90 22,50 610 144
c25 90 22,50 567 184
C26 100 25,00 626 139
Cc27 100 25,00 614 184
c28 150 37,50 575 118
c29 60 1500 499 118
C30 60 15,00 586 120
C31 60 19,20 155 120
C32 60 22,80 858 120
€33 60 24,00 924 118
c34" 60 18,00 608 139
€35" 60 18,00 612 120
c36" 60 18,00 632 120
¢37* 60 18,00 607 118

‘Experimentos usados para

temperatura no reator
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4.Resultados e Discussdo

4.2.1 Efeito da aeracio

Nas Tabelas 4.13 a 4.40 encontram-se listados os valores
experimentais obtidos para a atividade enzimatica (A), a
produtividade (P), a concentracdo celular (X), a umidade (U), o
pPH e os agucares redutores (AR) ao longo dos Pprocessos
fermentativos, enquanto que os comportamentos graficos para
tais variaveis sdo mostrados nas Figuras 4.13 a 4.40. Com
excegdo da concentragdo celular, as amostras foram analisadas,
no minimo, em duplicata; o fato de alguns valores ndo serem
apresentados deveu-se a problemas operacionais durante a

amostragem ou perda durante a extracdo da enzima.
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Tabela 4.13.Valores para a atividade enzimatica, produtividade,
umidade, pH e acglcares redutores medidos durante o
experimento Cl (VMM=0 ml, /h/gneio)

te A P U pH A.R.
0 0,0 = 53,24 6,60 53
21 0,0 0,0 50, 63 6,61 97
32 3,4 0,1 51,25 6,55 115
44 14,8 0,3 53,09 6,72 133
55 73,4 1,3 52,60 6,89 127
68 166, 1 2,4 53,29 7,07 197
92 443,5 4,8 55,15 7,90 108
117 07,4 6,0 55,28 7,55 82
141 822, 8 5,8 56,21 7,49 71
165 770, 6 4,7 57,94 7,68 85

tf(h} : A(IU/gEa:elo) ;P (IU/h/gfarelo} ;U (%) ;i A.R. (mggJ_icosrg/gfareJ_o}

84 g 2004 T 70
'6 7 = . s
. = : -
7 g‘ 7
~ 7 P ] *
o A gL @
5 64 o 100 b7
™ 1 \\...______________n o
g i M L 50
54 & 3 E
4 - 0- L 40
2000
1600 -
] - 30
A 1 |
o 1200 =25
.g =
= - 20 E
H 1 [+]
800 - o
<
- g
=]
L
400 [
0 R ] R T e e e B o B B e e o
] 24 48 12 98 120 144 168

tf (h)
Figura 4.13.Atividade enzimatica, produtividade, umidade, pH e

aclucares redutores, em funcéo do tempo de
fermentagdo, para o experimento Cl (VMM=0 ml../h/queio)
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Tabela 4.14.Valores para a atividade enzimdtica, produtividade,
umidade, pH e aclUcares redutores medidos durante o
experimento C2 (VMM=5 ml.,/h/gueio)

te A 3 U PH A.R.
0 6,1 0,0 51,37 6,65 44
24 19,3 0,6 51,55 6,57 124
35 - = 51,89 6,59 130
47 228,2 4,7 53,23 6,68 131
58 415,7 7.4 54,87 6,83 126
71 499, 1 7,0 54,24 7,35 111
95 787,7 8,2 58,17 7,06 50
120 886, 8 7,3 56,38 7,26 20
144 895, 8 6,2 54,13 7,76 13

tf (h) H A { IU/gfa:elo} H P (IU/h/gfa.relo) ; U(%} H A.R. (mgqli:ose/gfarelo)

B g 200
= i
-
18
-~ e *
A “ | *
L6 3 100 oA
F =]
54 & A
4 0 -
a0 — 2000 -
1600
F3o
604 , [
2 o 1200 - 25
a - L
i 8 -
2 B. — 20 q
g 2 ' s
= 800 - L
[
» | L 15
30 A - E'
B
L 10
400 - ™
L 5
0- 0 e T , . " 0
0 24 48 72 96 120 144

tf (h)
Figura 4.14.Atividade enzimatica, produtividade, umidade, pH e

acucares redutores, em funcéao do tempo de
fermentagdo, para o experimento C2 (VMM=5 ml../h/gneio)
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Tabela 4.15.Valores para a atividade enzimdtica, produtividade,
umidade, pH e acgucares redutores medidos durante o
experimento C3 (VMM=10 ml../h/gnei.)

te A P U pH AR
0 6,1 0,0 51,31 6,65 56
2, - - 52,00 6,75 87
38 40,9 0,9 54,06 6,64 136
50 395, 5 7,8 54,01 6,62 115
61 919, 4 15,0 55,41 6,60 49
74 1327,8 17,9 56,35 6,54 21
83 1395, 8 16,8 57,05 = =
107 1444,0 13,5 58,30 6,81 1:4
139 1494,3 10,8 59,97 7,11 i

tf (h) H A(IU/gfa:elo} H P {IU/h/gfarelo} H U (%) H A.R. (mgqlicosc/grarelu}

8—_ - 200 _—'FO
= ]
5] g
~ J +
T 6 & 100 ®
B ) | =
-1 E i
] bl
2000 -
1600
| =30
i ]
B 1200 - 25
g |
5 20 8
= A
800 - i ;
s . [ 15 &
B S
=)
: =]
1 <L 10
400 R
] -
0- SRR PR T RN TR TN i P 1 5 o8RG g = = ¥ 0
0 24 48 72 96 120 144
tf (h)
Figura 4.15.Atividade enzimatica, produtividade, umidade, pH e
aclcares redutores, em funcéao do tempo de
fermentacéo, para o) experimento C3 (VMM=10

mla!'/h/gmeioJ
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Tabela 4.16.Valores para a atividade enzimatica, produtividade,

concentracdo celular, umidade, pPH e acgucares
redutores medidos durante o experimento C4 (VMM=10
mlar /h/grﬂeio)

te A P X U pH A.R.
0 7,3 0,0 0,32 52,86 6,64 27
22 - = 0,82 = = =
34 - - 2,31 - - =
46 429,4 9,2 29,52 56,74 6,58 134
58 983, 7 16,8 54,71 54,79 6,19 41
70 1226, 9 17,4 48,75 57,72 6,31 13
94 1391,1 14,7 9,31 61,35 6,65 12
100 - - 10,2 s - s
118 1395, 0 11,8 9,21 61,07 6,83 9

ts(h); A(Iu/gfarelo) s P{ IU/h/gfarelo) ; X (mgceljgfarelo} ; U(%); A.R. (mgglicose/gfarelo}

X (mg/gmeioc)®

87 u 2001 - 70
5 ]
18
5 | +
3 bt
64 @ 1004 <
o] E o]
5] E
| 2 !
4 0 -
90 o 2000 -
1600
60 ]
A
o 1200
g 1
5 e
B o
< 800 E
30 'E-;
H
(=1
400 4
0 0

tf (h)

Figura 4.16.Atividade enzimatica, produtividade, concentragao

celular, umidade, pH e acguUcares redutores, em
funcdo do tempo de fermentag¢do, para o experimento
c4 (VMM=10 mlar/h/gmeio)
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Tabela 4.17.Valores para a atividade enzimatica, produtividade,
umidade, pH e aguUcares redutores medidos durante o
experimento C5 (VMM=20 ml../h/gueio)

te A P U pH A.R.
0 2,8 0,0 50,72 6,70 X7
25 14,3 0,5 50,89 6,67 123
36 71,4 1,9 53,80 6,57 140
48 494,5 119 51,91 6,22 122
59 1182,7 20,0 55,76 6,06 25
72 1178,9 16,4 57,92 6,42 17
96 1339, 8 14,0 54,93 6,57 12
120 1401,0 11,7 60,39 6,78 10

te(h); A(IU/gfarelo} ’ P(IU/h/gfarclo) ; U(%); A.R. (mgqlicose/gfarelo)

8 g 2001 70
= ]
.;_'g
3 ! 1
T 64 4 100 <
o . D
5] E
g oj
2000
1600
2 ]
° 1200
.g )
3 2
t’. g Q
-
< 800 E
~
f=]
L
400 4 2
op——--m——— 0
0 24 as 72 96 120

tf (h)

Figura 4.17.Atividade enzimética, produtividade, umidade, pH e

agucares redutores, em fungéo do tempo de
fermentacéo, para o} experimento €5 (VMM=20
mlar/h/gmeia)
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Tabela 4.18.Valores para a concentracdo celular medida durante
(m:20 mlar/h/gmeio)

Figura

o experimento C6

t: X
0 0,32
12 0,46
22 0,85
26 1,99
38 i 3 P
46 26,89
52 41,685
62 55,61
68 51,45
76 49,15
86 39,75
98 28,20
110 20,19
118 13,15
te(h); X (mgcer/grarelo)
90
. 60 -
0 .
§
£
=
30 4
0 a5 T T e s S e S e
4] 24 48 72 EL] 120
tf (h)

4.18.Concentracao
fermentaciao,
mlar/h/gmeio)

celular, em funcéao

para
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Tabela 4.19.Valores para a atividade enzimatica, produtividade,
umidade, pH e aglicares redutores medidos durante o
experimento C7 (VMM=30 ml../h/guei.)

te A P U pH A.R.
0 4,2 0,0 52,18 5,37 56
24 30,5 11 51,20 5,93 109
35 201,79 5,6 52,91 6,11 130
48 783, 7 16,2 54,65 6,01 78
60 1349,2 o 57511 6,03 16
72 1432, 8 19,8 56, 34 6,38 17
96 1547,5 16,1 59,05 6,84 14
120 - - 60,97 - -
144 1496,6 10, 4 60,85 7,33 1:2

te(h); A(IU/gfarelo}; P(IU/h/gfarelo); U(%); A.R. {mggijcose/gfarelu}

8 g 2001 - 70
139
18
. 18 +
oy =
2643 £
1= o
s &

1600 o

1200

A (IU/gmeio)p

800

P (IU/gmeio.h) -

400 -

R R S — e
0 24 48 72 96 120 144
tf (h)

Figura 4.19.Atividade enzimatica, produtividade, umidade, pH e
acucares redutores, em funcao do tempo de
fermentacéo, para o) experimento C7 (VMM=30
mlar/h/gmeio)
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Tabela 4.20.Valores para a atividade enziméitica, produtividade,
umidade, pH e aglUcares redutores medidos durante o
experimento C8 (VMM=30 ml../h/gueis)

ts A P U PH A.R.
0 6,1 0,0 51,31 6,65 56
22 144,8 6,3 53,91 6,68 138
38 213,14 5;5 52,05 6,77 137
50 689, 9 13,7 55,58 6,21 100
61 1229, 3 201 57,38 6,01 35
74 1345, 4 18,1 56,82 6,04 10
83 1309,1 15,7 27,75 6,37 9
107 1375,8 12,9 59-27 6,60
139 1455,4 10,5 62,09 111 8

tf {h;“ H A ': IU/gfare‘Lc} H P {IU/h/gfarem) H U(%} ; A.R. (mgg]_j_cose/gfarelo)

87 o C 70
o
-
74 E‘ L
— _—f}0+
3] 3 #
o - B
oy L 50
54 E C
q - L 40
2000 -
1600 -
A
o 1200
i
5 2
= ] 3
- 800 H E
S
D
L.
100 o
0 4= . PERS P

n 24 48 12 96 120 144
tf (h)

Figura 4.20.Atividade enzimadtica, produtividade, umidade, pH e
aclicares redutores, em funcéao do tempo de
fermentacao, para o experimento C8 (VMM=30
ml ar/h /gmeie )
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Tabela 4.21.Valores para a concentracgdo celular medida durante

o experimento C9

(VMM:BO mlar/h/gmeio)

te X
0 0,30
. 0,50
10 4,80
20 13,20
24 17,40
28 21,20
30 23,30
36 29,20
48 45,40
54 51,90
60 57,20
70 55, 60
18 55,70
78 50,20
82 45,80
96 32,60
120 16,20

tf {h) i X (mgce]/gfarelo)

90

60 -
o )
[¢]
E. 1
~
g
]
30
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[ ]
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Figura 4.21.Concentracgao
fermentacéao,
mlar/h/gmeio)
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Tabela 4.22.Valores para a atividade enzimdtica, produtividade,
umidade, pH e acgucares redutores medidos durante o
experimento C10 (VMM=40 ml../h/Gneio)

te A P U PH A.R.
0 2,3 0,0 51,38 6,55 59
24 26,5 1,0 51,49 5,36 118
35 168, 3 4,7 52,98 6,65 132
48 695, 9 14,4 53,93 6,17 111
60 1393, 9 23,9 57,38 - -

5 1503,9 20,8 56,01 6,30 17
96 1526, 2 15,9 58,41 6,53 14
120 1623,7 18,5 60,22 6,87 13
144 1498, 1 10,4 62, 96 7,45 10

tt (h} H A(IU/gfalrElD»‘|| H P {IU/h/gfarelrJ} ; U{%) H A.R. {mgqliccse/gfarelo}

8 g 200- - 70
o -a- b
i g
W 4 | o
L =
J ]
5 ] g
4 .
90 -
1600 - 0
604 |
! ° 1200+
i) = i
: | x
g = 1 9
= 800 :
54 = ] E.
30 45 ‘é.,
400 - A
0 - 0 . . B S T 7 B SR NN S I — 0
0 24 48 72 96 120 144
tf (h)

Figura 4.22.Atividade enzimitica, produtividade, umidade, pH e

acucares redutores, em funcéao do tempo de
fermentacéo, para ¢] experimento C10 (VMM=40
mlar/h/gmeio)
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Tabela 4.23.Valores para a atividade enzimatica, produtividade,
umidade, pH e acucares redutores medidos durante o
experimento C1l1 (VMM=40 ml../h/Jeio)

te A P U pH A.R.
0 0,0 0,0 51,09 6,75 23
25 11,2 0,4 51,70 6,73 130
36 67, 4 1,9 55, 40 6,66 202
48 414,5 8,6 53,33 6,29 119
59 1117,7 18,9 57,48 6,08 39
72 1402, 3 19,5 57,65 6,29 16
96 1359,7 14,2 57,79 - -
120 1441,8 12,0 59,50 6,54 13

te(h); A(IU/Jfare1s} s P IU/h/gfarelo) ; U(%); A.R. (mgulicose/gfare].o)

8 g 200+
13 |
18
s 1'% ] ;4
W - i o
E 64 1 1004 <
: o | =)
Jr
] 5 .
4 0 -
90 2000 -
4
1600 -
604 i
. o 1200 —
o) o
i g
- > =
g Lt ) 9
= 800 ’
= < | g‘
30 + ‘-5.
B
400 - o
0 - 0 p—r—b—r-F+——"T—+——+7 710
0 24 48 72 96 120
tf (h)

Figura 4.23.Atividade enzimdtica, produtividade, umidade, pH e
acucares redutores, em funcao do tempo de
fermentacao, para o experimento Ccl1l (VMM=40
mlar/h/gmeio)
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4.Resultados e Discussao

Tabela 4.24.Valores para a concentracdo celular medida durante
o experimento Cl12 (VMM=40 ml../h/Qgmeio)

te X
0 0,29
13 0,00
71 0,44
] 2, 56
38 15,89
44 40,63
52 67,97
60 71,35
68 55,34
76 39,63
86 26,26
98 16,90
110 14,64
118 1128

ti’ (h) i X {mgcel/gfarelo)

90 5

60 +

X (mg/gmeio) e

30 o

B

0 24 48 72 96 120
tf (h)

Figura 4.24.Concentragdao celular, em fungdo do tempo de
fermentacao, para o} experimento clz2 (VMM=40
mlar/h/gmeio)



4.Resultados e Discussio

Tabela 4.25.Valores para a atividade enzimatica, produtividade,
umidade, pH e acucares redutores medidos durante o
experimento C13 (VMM=50 ml../h/Qreio)

te A P U pH A.R.
0 2,0 0,0 50,86 6,57 68
24 37,8 1,5 51,61 6,68 130
35 227,7 6,4 53,56 5,32 131
48 769, 6 16,0 55,03 5,29 69
60 1322,4 231 57,31 5,75 14
72 1503, 9 20,9 58, 64 6,49 22
96 1499,9 15,6 57,61 7,01 11
120 1546,5 12,9 57,47 T B2 11
144 1464,0 16,2 62,42 T 17 12

te(h); A{IU/gfamlo) ;P {IU/h/gfare}.c} ; U(%): A.R. {mggliccse/gfal:'elo)

8—_ - 200 4 _—?0
4 -a 3
7 g
. 3 ] *
i =
= 6 ,:;,' 100 -
E o
3 v i
5o =
4 _‘ 0_
a0 - 2000
1600 -
60 — &
-4 o 1200 4
0 =
2 %
5 | & :
e :. -
g = j 9
= 800 !
= < | g
30 A S
=
| M
400 4
= 0 | B T B T S T | L S T T T 0
0 24 48 72 96 120 144

tf (h)

Figura 4.25.Atividade enzimatica, produtividade, umidade, pH e

acucares redutores, em funcéao do tempo de
fermentacgéo, para o} experimento €13 (VMM=50
mlar/h/gmeio)
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Tabela 4.26.Valores para a atividade enzimatica, produtividade,
umidade, pH e acgucares redutores medidos durante o
experimento Cl4 (VMM=50 ml,./h/greio)

te A P U pH A.R.
0 6,1 0,0 51,31 6,65 56
22 - - 51,23 6, 68 120
38 P2 1,9 52,90 6,69 139
50 412, 3 8,1 53,97 6,59 131
61 1234,8 Fhiel 55, 64 6,11 43
74 1454,5 19,6 56,87 5,94 9
83 1482, 9 17,8 57,07 6,34 10
107 1511, 6 Tl 59,20 6,53 10
139 1591, 3 11,5 62,91 7,68 8

tf (h} H A{IU/gfarelo} i P (IU/h/gfarelo} i U(%) H A.R. (mgglicose/gEaLeLo}

8 g 2001 ~ 70
4 aa- 1
__II‘— -
E- - 60 4
1 ™~ 4 L
v 1 & =
B 64 4 100+ =
1 ® : L =
o L 50
54 2 [ -
q- 0 - Em
90 - 2000
1600 .
| - 30
60 < & i
. el L
- 5 1200 - L 25
S o ]
i |8 X
g L] 1 9
% g BOD__ C s g
30 A L S
1 - 10
400 -
- 5
4 F
o - 0 e —L 0
0 24 48 72 96 120 144

tf (h)

Figura 4.26.Atividade enzimatica, produtividade, umidade, pH e
acucares redutores, em funcaéao do tempo de
fermentacdao, para e} experimento Ccl4 (VMM=50
mlar/h/gmeicz)
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4.Resultados e Discussao

Tabela 4.27.Valores para a atividade enzimatica, produtividade,

concentracao celular, umidade, pH e acucares
redutores medidos durante o experimento C15 (VMM=50
ml../h/gneio)

te A P X U pH A.R.

0 4,4 0,0 0,32 53.17 6,63 32

22 - 1,07 - - -

34 - 4,69 - - -

46 639, 3 13,8 50, 65 59,09 6,25 122

58 1233,0 21,2 67,06 59,47 915 17

70 1272.,8 18,1 51,19 60,31 6,40 20

94 1427,7 15,1 1780 6l,14 1; B3 9

100 - = 16,80 = =

118 1429,5 12,1 14,24 62,39 7,34 11

tf {h} ; A(IU/gfareLrJ) H P{IU/h/gfarelo} H X (mgcel/gfarelo) i U{%) H A.R. {mgglicose/gfaraio)

8 5 200- EE - 70

CRE N

T e}

: 1 = - 60 4
= = - - =
J L o
% 61 3 100_:::::::;Ef:&§;\ﬂ [ =

u : \ " [ 50

=1 7 -
" |
1 ﬁ 1 8 N .
4 - 0 - = - 40
a0 2000 g
1600
— 30
604 , ]
= 5 1200 A L 25
] - L
Eal é‘ _ L
E S L 20 =
g 2 i I
= 800 Fo
% = ] 15 é
30 A i 3
s 2
: - 10
400 #
s
0 - 0 - T 4]
0 24 48 72 96 120
tf (h)
Figura 4.27.Atividade enzimatica, produtividade, concentragao

celular, umidade, pH e aglcares redutores, em funcao
do tempo de fermentagdo, para o experimento C15
(VMM:5O ml3r/h./gmei.-3)
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4.Resultados e Discussdo

Tabela 4.28.Valores para a atividade enzimatica, produtividade,
umidade, pH e aglcares redutores medidos durante o
experimento Cl6 (VMM=60 ml,./h/gueic)

te A P U pH A.R.
0 6,1 0,0 51,37 6,33 44
24 - - 49,69 6,72 100
35 60,7 1,6 50,82 6,63 128
47 574, 4 LRl 53,80 6,36 119
58 1395,0 23,9 55,98 5,97 38
71 1619,0 22,8 59,96 6,24 21
95 1549,2 16,3 58,48 6,48 1
120 1545, 7 12,8 58,39 7,06 15
144 1590,5 11 8 59,39 7,75 12
168 1411,7 8,4 61,01 7,97 1

tr (h); A( IU/gfarelo) ;i P (IU/h/gfarelo} ; U(%); A.R. (mggl.icnse/gfarelo)

8 5 200 i 70

60

100 <

pH<
U (%)+

50

N
1
AR (mg glic/gmeio) ®

4 0 - 40
a0 = 2000 A

1600 %
3 30
60

=y
B
=
=
1

L 25

- 20

X (mg/gmeioc)®
A (IU/gmeio)pr

800 H

L 15
30 !

P (IU/gmeio.h) -

\ 7

400

0- . et v 0 S R e e S B I oo T LT LT 0
0 24 48 72 96 120 144 168
tf (h)

Figura 4.28.Atividade enzimatica, produtividade, umidade, pH e

acucares redutores, em funcéao do tempo de
fermentacao, para 0 experimento Cle (VMM=60
mlar /h /qmeio)
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4 .Resultados e Discussao

Tabela 4.29.Valores para a atividade enzimadtica, produtividade,
umidade, pH e acucares redutores medidos durante o
experimento C17 (VMM=60 ml,;/h/gneio)

te A P ] pH A.R.
0 4,9 0,0 51,31 6,72 33
25 15,8 0,4 51,28 6,69 119
36 58,6 1,5 53,51 6,65 184
48 450, 8 9,3 55,08 6,22 115
59 1230,1 20,8 55,99 - -

T 1648, 6 22,8 56,90 6,41 13
96 1709, 4 9.8 60,87 6,54 13
120 1628, 9 13,5 59,39 6,84 11

t:(h); Al IU/gfare],g) ;i P IU/h/gfarem) ; U(%); A.R. {mgglicose/gfarelo)

U (%)+

AR (mg glic/gmeio) ®

90 2000
1600 —
60 & i
* o 1200 o
s |3
= > <
g ] & 1 9
= 800 :
P “ ] E‘
30 E
[+ 9]
400 +
04 0 4
0

tf (h)

Figura 4.29.Atividade enzimdtica, produtividade, umidade, pH e

agucares redutores, em funcéo do tempo de
fermentacao, para (o] experimento cl7 (VMM=60
mlar/h/gmeio)
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4.Resultados e Discussao

Tabela 4.30.Valores para a concentracdo celular medida durante

Figura

0 experimento C18

(VMM=60 mlar/h/gmeio)

ts X
0 0,33
4 0,04
10 3,71
22 13,72
24 5,46
28 18,80
30 20,94
36 27,89
48 42,87
60 63,32
70 67,18
72 66,19
78 54,29
82 47,08
96 31,60
120 17,35

tr(h); X (ch:el/gfarelo)

90

60

X (mg/gmeio) e

30

4 .30.Concentracgao
fermentacao,
mlar/h/gmeio)

48 12

—T 7
96 120 144
tf (h)

celular, em funcéo

para
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4 .Resultados e Discussao

Tabela 4.31.Valores para a atividade enzimdtica, produtividade,
umidade, pH e aclUcares redutores medidos durante o
experimento C19 (VMM=70 ml../h/Jneio)

te A P U PH A.R.
0 Gyl 0,0 51,37 6,33 44
24 = = 52,26 6,62 112
35 76,2 2,0 52,14 6,59 129
47 557,7 11,7 55,90 632 127
58 1354,14 23,2 59,06 5793 32
71 1424,0 19,9 56,52 6,14 13
95 1576,5 16,6 59,13 6,51 17
120 1681,7 14,0 60,74 6,81 11
144 1615,8 G2 60,04 6,75 13
168 1484,2 8,8 60,25 8,00 12

te(h); A(IU/gfarelo) ; P(IU/h/gfarelo} ; U(%); A.R. {mgqu_cose/gfarelo)

100

U (%)+

pH<
(=37
|

AR (mg glic/gmeio) =

2000 4

1600

1200

A (IU/gmeio)k

400 <

P (IU/gmeio.h)

400 +

e 2 oo e o o L9 e DA TR P O RN TR R PR TRETRET | a

0 24 48 72 96 120 144 168
tf (h)

Figura 4.31.Atividade enzimatica, produtividade, umidade, pH e

agucares redutores, em funcgao do tempo de
fermentacéo, para o) experimento C19 (VMM="70
ml./h/Qreio)
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4.Resultados e Discussao

Tabela 4.32.Valores para a concentragdo celular medida durante
o experimento C20 (VMM=70 ml.;/h/Jneio)

te X
0 0,31
T 0,55
pa 1,45
26 0,36
38 15,87
44 29,2
54 83,75
62 79,27
68 50,80
76 35,99
86 25,38
98 157,88
110 14,56
118 7,69

te(h); X (mgcel/gfarelo)

90

60 —

X (mg/gmeio) e

30

0 24 48 72 96 120
tf (h)

Figura 4.32.Concentracdo celular, em funcdo do tempo de

fermentacéo, para o experimento C20 (VMM=T70
m]—arr/h/gmeio)
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4 .Resultados e Discussio

Tabela 4.33.Valores para a atividade enzimatica,
umidade, pH e aclcares redutores medidos durante o
experimento C21 (VMM=80 ml../h/Jneic)

produtividade,

te A P U PH A.R.
0 6,1 0,0 51,37 6,33 44
24 18,7 0,5 51;35 6,69 78
35 56,9 1;5 52,96 6,64 116
47 5705 12,0 54,64 6,37 118
58 1236, 4 21;2 58, 37 6,00 19
71 1493,7 21,0 57,38 6,18 21
95 1575, 16:5 61,45 6,48 15
120 1682,7 14,0 59,41 7,46 12
144 1539, 1 1657 60,79 7,89 10
168 1447,7 8,6 61,98 7,96 1.

te(h) ; A(IU/gfarclo) H ]:"'(:[U/h/gfe\r&tlo:| ; U(%); A.R. (mgglicose/gfarelo)

pH<

8 5 200

o
|
AR (mg glic/gmeio) ®

1200 +

A (IU/gmeio)k

800 +

400

—— 1]

[ 60

U ($)+

- 50

—- 40

P (IU/gmeio.h) -

24

48

72

Figura 4.33.Atividade enzimética,

agucares
fermentacao,
mlar/h/ gmeio)

redutores,

para

121

96 120 144
tf (h)

produtividade,
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4.Resultados e Discussiao

Tabela 4.34.Valores para a concentracdo celular medida durante

0 experimento C22

(VMM=80 mlar/h/gmeio)

te X

0 0,30
12 5,44
22 8,60
26 8,22
38 17,32
44 27,65
52 68,53
58 81,86
68 63,29
76 48,03
86 30,08
98 17,45
110 16,31
118 12,22

tf (h} i X (mgcel/gfarelo}

ag -

60 —

X (mg/gmeio) e

30 H

Figura 4.34.Concentracao
fermentacdo,
mlar/h/gmej o)

celular,

para

12

o Ay T T T T T 1

o]

72 96 120
tf (h)

em funcdo
experimento

do
c22

tempo de
(VMM=80



4.Resultados e Discussao

Tabela 4.35.Valores para a atividade enzimética, produtividade,
umidade, pH e actcares redutores medidos durante o
experimento C23 (VMM=90 ml../h/greio)

te A P U pH A.R.
0 6,1 0,0 51,37 6,33 44
24 - - 50,15 6,67 103
35 50, 8 1,3 51,45 6,65 126
47 606, 7 12,8 53,46 B35 112
58 1397, 2 24,0 56,54 6,02 38
71 1634,0 22,9 57,89 6,19 14
95 1551,5 16.3 58, 30 6,50 12
120 1667, 2 13,9 60,00 7,00 12
144 1586, 8 11,0 61,19 7,89 11
168 1603,5 9,5 61,72 7,98 10

tf {h) H A { IU/gfarelo) H P ( IU/h/gfarelo) v U (%) ; A.R. {mvg(;(l.icc\se/‘g.‘c'i:u_'n-)].O:‘J

89 u 200~
4 45- "]
=
18
o 13 ] +
= 61 A 100 )
B 4
: o 3 2
54 & ]
g - 0 -
90 2000 —
1600
609 |
. o 1200 -
5 o
i |8 i
2 18 z
g 5] S
= 800 E
> < | é
30 4 E
a
400 -
g 0 drrr— ey
0 24 48 72 96 120 144 168

tf (h)

Figura 4.35.Atividade enzimdtica, produtividade, umidade, pH e

acucares redutores, em funcéo do tempo de
fermentacao, para 0 experimento c23 (VMM=S0
mlar/h/gmeio)

123



4.Resultados e Discussao

Tabela 4.36.Valores para a atividade enzimdtica, produtividade,
umidade, pH e aclUcares redutores medidos durante o

experimento C24

(Vm:go mlar/h/gmeio)

te a P U pPH A.R.
0 3,6 0,0 51,40 6,34 70
24 57,3 2,2 63,56 6,86 106
35 159,2 4,4 70,63 5,88 20
48 912,5 18,9 68, 38 6,74 12
60 1542,5 25,6 67,78 129 10
72 1645,2 22,8 66,88 6,70 11
96 1661,9 17 3 69,17 6,97
120 - - 68, 60 7,46
144 1633, 6 11,3 67,07 6,69 10
te(h) ; A(IU/Qrarelo) i PI IU/h/gsare1o) 7 U(%) i A.R. (mgg]_iccse/gtarelo)
81 @ 70
170
7] @
] E - 60 4
203 :
1@ =)
. g 50
] ﬁ ] S w ®
4 - 0 - s 40
90 - 2000 -
1600 o
i - 30
609 , ]
_-'9: :gl 1200 - L 25
E > L 20 2
g B ol g
= 800 @
> < L 15 E
30 A = Ty B
1 Eag =
400 T
¥
0 0 - 0

96

120
tf (h)

144

Figura 4.36.Atividade enzimatica, produtividade, umidade, pH e
tempo de

agucares redutores,
fermentacéao, para
mlar/h/gmeio)
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4.Resultados e Discussdo

Tabela 4.37.Valores para a concentracdo celular medida durante
0 experimento C25 (VMM=90 ml../h/Qneio)

ts X
0 0,34
26 2,15
38 50,09
46 69, 64
52 74,59
60 77,95
68 78,18
74 75,51
86 54,76
98 32,07
110 16,14
118 8,94
168 1,77

te(h); X (mgcellgfarelo)

90

60

X (mg/gmeio) e

30 +

() A T ]

0 24 18 72 96 120 144 168
tf (h)

Figura 4.37.Concentracao celular, em fungdo do tempo de

fermentacao, para o} experimento C25 (VMM=90
mlar/h/gmeio}
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4 _.Resultados e Discussio

Tabela 4.38.Valores para a atividade enzimética, produtividade,
umidade, pH e acltcares redutores medidos durante o

experimento C26

(w=100 m-lar/h-/grru;!io}|

te A ) U pH A.R.
0 6,1 0,0 51,31 6,65 56
95 - - 51,51 6,75 120
38 50,8 152 52,54 6,73 134
50 587, 2 11,6 54,13 7,91 107
61 1108, 9 18,1 54,43 6,24 25
74 1360,0 18,3 56,31 6,07 16
83 1325,5 15,9 57,61 6,39 8

107 1363,7 129 58,81 - -

139 1478, 7 10,6 61,97 6,64 10

tf (h) H A ( IUl’gfareLg) H P ( IU/h/gtareLo) i U(%] i A.R. |:InggLJ'.v:n:»se/GEarelo)

8 5 200-
4 ‘a'- 1
i %
s 1% ] s
= g4 4 100 <
By —
], = : =]
5 g !
4__ 0._
90 4 2000
1600
604 . ]
’5 © 1200 ~
Rl
I E | .
LIRE 2
g = ’ 9
= BOO o k
% < g
30 4 ‘5.
=)
400 £
0 - 0 T T T T R
0 24 18 72 96 120 144
tf (h)

Figura 4.38.Atividade enzimatica, produtividade, umidade, pH e
acucares redutores, em funcéo do tempo de
fermentacdao, para o experimento C26 (VMM=100
mlar/h/gmeio)
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4.Resultados e Discussao

Tabela 4.39.Valores para a concentracdo celular medida durante
o experimento C27 (VMM=100 ml,,/h/Jneic)

te X
0 0,30
14 7,98
22 15,96
26 20,36
38 42,79
46 60,16
52 71, 62
62 71,09
68 68,13
76 51,93
86 36,10
98 19,24
110 8,13
118 4,48
139 2,10

tf {h) ; X (mgcel/gfareio}

90

60

X (mg/gmeio) e

30

) T R T B b

0 24 48 T2 96 120 144
tf (h)

Figura 4.39.Concentracédo celular, em funcdo do tempo de
fermentacdo, para o experimento C27 (VMM=100

mlar/h/gmeic.-}
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4.Resultados e Discussdo

Tabela 4.40.Valores para a atividade enzimatica,
umidade, pH e acglUcares redutores medidos durante o

experimento C28

(VMM=150 mlar/h/gmeio)

produtividade,

te A P U pH A.R.
0 0,0 0,0 52,63 6,65 26
22 2035 0,9 53,63 6,64 106
34 90, 6 S 56,78 6,62 146
46 522.,6 11,4 53,06 6,26 116
58 B o B 20,2 58,06 5,76 19
70 1235;9 17,7 56,57 6;39 17
94 1176 1240 50,00 6,86 21
118 899, 3 7,6 39,71 7,25 52
te(h); A{IU/gfarelo}; P(IU/h/gfarelo)f' U(%); A.R. (mgglicose/gfarelo)
8-‘ - 200 4 TTU
7 E ]
1R "
S -
5 6] 1007 .
5] &
1%
1 0
90 — 2000
1600 H
60 |
A 1
= ° 1200
0 four
- E' .
E 12 2
‘g = 800 ‘g
x 1% "] &
30 H -S
' B
400 —
= 0

Figura 4.40.Atividade enzimatica,
acucares redutores,

fermentacdo,
mlar/h/ gmeio)

para

O
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4.Resultados & Discussic

A produgdo da enzima amiloglicosidase pelo  fungo
apresentou, em todos o8 experimentos, um comportamento
gualitativo semelhante, porém diferenciado no aspecto
guantitativeo.

No ensaio Cl, Processo sem aeracio, a producdos
significativa de enzima comegou a ocorrer somente apds 48 horas
de fermentacdo, perdurando até 141 horas, guande o valor maximo
para a atividade foli atingido (822,8 IU/Qpeis). Tal valor & bem
préximo dos obtidos na fase anterior deste trabalho ({(etapas
4.1.1 a 4.1.4y}, quando se utilizaram embalagens de
polipropilence para o crescimente do fungo. Ao final da
otimizacgdo das condigdes fisico-quimicas de obtencio da enzima,
chegou-se a seguinte expressdc (Equacdo 4.23):

A = -2354,65 + 29,83.tf + 5,23x1074.X + 0,63.t,
- 0,06.tg2 - 2,40x1071L X2 4 0,28.t,2

- 1,49x107%.tF.X - 0,13.tF.te - 3,02x1070.X.tg (4.23)

Sua aplicac3o para as condigdes utilizadas em €1 (¥=4x10°
esporos/ml e t,=40 minutos) fornece valores tedricos para a
atividade de 706 TU/Qneio guando te=117h e 783 IU/gpeis para 141
horas de fermentacdo. O primeirce valeor tedrico €& o mesmo
encontrado experimentalmente, enquanto que o segundo difere em
menos gque 5% do wvalor real apresentado na Tabela 4.13,
comprovando ¢ sucesso do planeijamento de otimizacglc realizado e
a aplicabilidade da equacdc obtida. Portanto, na auséncia de
aeracdo forgada, o© microrganismo utilizadc mostrou produzir
farelos fangicos com iguais atividades enzimaticas,
independente do biorreator usado. A espessura do meio, para os
experimentos realizados, tamb&ém  pareceu ser de pouca
influéncia, uma vez que este valor era de aproximadamente 20mm
nas embalagens de polipropileno, e de 190mm no experimento C1.

Ao final do processo fermentative foi constatada uma
reducdo na atividade enzimatica (770,6 IU/Qfacer, para te=168h),
fato que também foli observado nos ensailos €16, €19, C21 e C28.
A explicagdo para o acontecimento é c¢reditada a presenga de
proteases, produzidas durante a fermentacdo, conforme o
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4.Resultados & Discussac

relatado por RAMAKRISHNA et alii (1994}, Uma das causas
conhecidas da sintese destas enzimas € & manutencdoc do
microrganisme em  condigdes ambientais e/ou nutricionais
desfavoraveis. Com excegdo de (€28, os outros 4 experimentos
tiveram seus finais protelados até 168h, tempo bem superior ao
gual © meio 33 estava completamente tomado por esporos. No caso
de C28, em fun¢do da grande aeracdc utilizada, apds 72 horas de
fermentagdo, a esporulagdo 314 estava bem adiantada (conforme
constatagdo visual).

A partir do ensalo €2 pdde—-se notar a importéncia da
aeracdo na producdo da enzima. Mesmo com a pequena aeragdo de
Bml./h/Greioc Usada em C2, apds 47 horas de fermentacldoc a
atividade J& tinha alcangade o valor de 228;2 IU/Queior que
continuou crescendo significativamente até 95 horas (Figura
4,14). Este ponto representa 46 horas de fermentacdo a menos e
uma atividade maior que aguela do processo sem aeragdo.
Entretanto, a atividade alcangada ao £final do processo,
8985, BIU/Queior Pouco diferenciou-se do experimento C1,

A disponibilidade de oxigénio parece aumentar de forma
consideravel a partir da aeracfic de 10 ml../h/Qpeisr conforme o
verificade pelos exXperimentos €3 e (€4, cujos dados sé&o
apresentados nas Tabelas 4.15 e 4.16 & nas Figuras 4.15 e 4.16.
Analisando-se C3, nota-se que a atividade de 1395,8 IU/GUneio apds
83 horas manteve-se guase dque estéavel até o final do processo,
cuio valor 1494,3IU/Uuweie € 67% acima da mailor atividade
alcancada no experimento C2. Fato semelhante ocorreu com C4, no
gqual a atividade para te=%4h (13%1,1 IU/Uneis) € 77% superior ao
valor encontradeo para C2 no mesmo tempo.

O experimento C5, cuja aeragdc foi aumentada para 20
mlar/h/Queior a@presentou resultados bem préximos aocs dos ensaios
anteriores. A atividade maxima medida foi de 1401,0 IU/Qmeic 1O
tempo de 120h, gqgue ¢ praticamente idéntica ac valor de 13%5,0
IU/Gueie @lcancada em C4. Uma explicagdo provavel para este fate
seria a falta de homogeneidade e muitas vezes de
reprodutibilidade dos processeos semi-sélidos.
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Com © aumento da taxa de aeracdc para 30 ml../h/Gueis
{fensaiocs C7 e (8), a atividade enzimdtica volitou a crescer,
porém com uma intensidade menor. ¢ maior valor obtido para a
atividade do meic nesta vazdo, 1547,5 IU/Omeior diferenciou em
10,5% do anteriormente citado para a vazdo de 20 ml./h/dpeio. NO
experimento (8, a amostragem do ponto ty=22h ndoc foi
devidamente realizada, uma vez que o valor de 144, 8TU/Quei. Para
a atividade neste tempo de fermentacdo ndc foi alcangado em
nenhuma outra corrida.

Y

Como pode ser notado nas Figuras 4.22 & 4.36, apds 72 horas
de fermentacdo, e utilizando uma aeracdo variando entre 40 e S0
Mlar/N/Gueior & atividade atinge um valor em torno de 1600-1700
IU/Gueso. Para as condigdes usadas neste ftrabalho, a maxima
atividade foli alcancada com a VMM de 60 ml../h/Qpei. (ensaios C16
e C17), cujo valor alcangeou 1708, 4,

Com o aumento da VMM para 100 ml../h/Qwi. (ensalio (26,
Figura 4.38), percebeu-se uma nitida redugdo na atividade
enzimatica do meio. Segundo GUMBIRA-SA'ID et alii (19%2), altas
raxas de aeracdo tém o mesmo efeito de altas rotagdes na
fermentacdo liquida, causando abrasdo e ruptura do micelio.
FUOTATSUGI et alii  (1993), trabalhando c¢om a produgdo de
amiloglicosidase em melo liguido, também chservaran a
diminuic@o da atividade para altas taxas de aeragdo, afirmando,
porém, como ndo claramente conhecidas as causas para este
comportamento adversco. GHILDYAL et alii (1994}, contrariamente,
obtiveram atividades de amiloglicosidase sempre crescentes ao
trabalharem com vazdes de ar na faixa de 5 a 2% 1, /min (que
corresponderia a uma faixa de VMM entre 210 e 842 ml.:/N/Gneio)
alegando gue tal resultado fol devido a boa remogdo do calor
pela corrente de ar. PANDEY & RADHAKRISHNAN (1992) também
detectaram acréscime na producgdo de amileglicosidase com o©
aumento da aeracio; porém, trabalharam dentro de uma faixa
muite restrita na vazdo de ar (0,1 - 0,15 1. /min,
correspondende aoc VMM variando de 18,4 & 27,6 ml../h/Queio) »

Querendo confirmar a existéncia do comportamento de gueda
na atividade, montou-se o experimento C28 (Figura 4.40), com
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uma VMM de 150 ml.;/h/Qpeio- NO tempo de 70 horas de fermentacio a
atividade méxima €& atingida com 1235,% IU/Queio, cerca de 30%
menor que ¢ valor alcancado com a vazdo de 60 ml../N/Oneio. Apds
te=72h, registrou-se uma gueda acentuada na atividade enzimatica
do meio, chegando ao final de 118 horas com 89%,3 IU/Gueio.

A Figura 4.41 compara as atividades medidas no tempo de 96
horas de fermentacdo, quando a quase totalidade dos ensalos &
havia entrado na fase estaciocndria de atividade enzimatica,
para todas as VMM utilizadas., Este grafico ressalta a
importéncia da aeragdo no processo. Percebem-se trés “zonas”
bem distintas da influéncia da aeragdc sobre a atividade: a.
para baixos valores de VMM (0 a 30 ml,../h/gmeis) qQualguer aumento
na vazdo acarreta grande sintese da enzima; b. uma regiic (de
40 a 90 ml../h/gueio)] COm peguena correlagdo entre producido de
enzima e aumentoc da aeracdo; e c. uma faixa entre 100 e 150
ml../h/Omeic ONde & vazdo de ar atua de forma negativa na sintese
enzimatica. 0 wvalor de 60 ml../h/Qreior fol adotade como sendo
suficiente para uma boa oxigenagdo do mneio e ©Otimo para a
produgdo da enzima.

A produtividade do processc frente & aeracdo do meio
apresenta um comportamento semelhante ac discutido
anteriormente para a atividade. No experimento sem aeragdo (1,
o valor de 6,0 IU/gmic/h para a produtividade méxima sé& foi
alcancado no tempo de 117 horas de fermentaclco. Assim, como
para o estudo da atividade, este valor € bem préximo dos
méximoes alcancados gquande da otimizagde do processo em
embalagens de polipropileno., Com o© “EBequndo Planejamento
Composte Central® (item 4.1.4) cobteve-se a seguinte equacgioc gue

descreve o comportamento da produtividade do processo:
P =-15,60 + 0,21.tf + 4,40x107%.X + 0,02.t¢

- 4,51x1074.t§2 ~ 1,82x10733.%2 + 2,30%1073 .7

- 1,46x1078 .t X - 1,21x107 3 tr.te - 2,22x1078.X k. (4.26)
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Figura 4.41 Atividade enzimadtica medida no tempo de %6 horas de
fermentacdio em fungdo da vazdc de ar por massa de
meio (VMM).

A mesma, gquando aplicada as condigdes do ensaio C1 (X=4x10°
esporos/ml e te=40 minutos), fornece os valores tedricos de
5,9; 5,6 € 4,8 IU/Gness/h para os tempos de fermentacgdo de 117,
141 e 165 horas, respectivamente. Tais valores sd0,
praticamente, 085 mMesmos encontrados na Tabela 4.13, mostrando a
aplicabilidade da otimizagdo também para a produtividade.

& aeracdo de 5% ml../h/Gpeis Para o ensaio CZ2 nido mostrou
efeito significativo sobre a produtividade méaxima, que subiu
para 8,2 IU/Qreic/h; porém, o tempo de fermentacdo de 95 horas
necessario para alcangar este valor representa 22 horas a menos
gue no experimento Cl. O efeito da aeragio fez-se perceber
nitidamente com o aumento da VMM para 10 ml.;/h/Qme. {(ensaios C3
e C4), gquando o maior valor da produtividade foi de 17,9
TU/Uneia/ para teg=74 h.
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A provavel elevagdo na disponibilidade de oxigénio, gque faz
aumentar a preodutividade do processo, pareceu ser obtida com
taxas de aeracdo da ordem de 20 a 90 ml,./h/Qpeicr QuUe pouco se
diferenciaram neste aspecto. Para tais gexperimentos, a
produtividade maxima alcangada esteve na faixa de 20 a 25
IU/Gmein/R para um tempo de fermentagdo de aproximadamente 60
horas, cerca de metade do tempo &timo do processo sem aera¢do.

Igualmente ao observado para a atividade do meio, com a
asracdo de 100 e 150 ml../h/Qmi. notou-se uma queda da
produtividade. Nestes ensaios (CZ26 e CZ28) tal redugdc levou os
valores a um nivel semelhante ao obtido nos experimentos C3 e
C4 (10 mlac/h/Oneio) -

Com o grafico da Figura 4.42 é possivel a comparag¢do das
produtividades obtidas no tempo de 60 horas de fermentacgao,
regido de produtividade méxima para a maioria dos experimentos,
em funcdo das diversas VMM utilizadas. Igualmente ao verificado
na Figura 4.41, este grafico sugere a existéncia de trés
regides de correlacgdes diferentes entre produtividade e
aeracdo, conforme antericrmente discutido. Os valores maximos
logrados para a preodutividade correspondem aos experimentos
conduzidos com vazdes de ar de 60 e 90 mlar/h/Omein

Assim como normalmente acontece nas fermentagdes em
submerso, analisando as Figuras 4.13 a 4.40, nota-se gue,
também no processc S5F, existe a diferenciagdo entre ©s tempos
de fermentacdo &timos para a produgdc e para a produtividade
maxima. Tomando como exemplo a taxa de aeragio de 60 ml../N/Gmeio
usada no experimento Clé (Tabela 4.28), supde-se como vantajoso
considerar o final da fermentagdo em tg=71h {11 horas a mais que
o tempo de produtividade maxima), uma vez gue a redugdo de
apenas 1,3 IU/dreio/h na produtividade do processo fermentative
iria ser compensada pelo aumento de 224 IU/Gms. na atividade do
meic. Uma decisfc neste nivel iria requerer uma analise de
maior profundidade, que dependeria de diversos fatores, tais
come custos diretos e indiretos de producdoc & valor agregado ao
produto final, entre outros.
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Figura 4.42.Produtividade obtida no tempo de 60 horas de
fermentacdoc em fungdc da vazido de ar por massa ds
meio (VMM} .,

¢ melhor resultado alcangade para a preodutividade nesta
fase do trabalho (25,6 IU/Geio/h) €& cerca de 260% maior que o
melhor valor obtido nos processos conduzidos em embalagens de
pelipropilenc {7,1 IU/gmeio/h). Para a atividade do melo ocorreu
¢ mMesmo. Os valores maximos em reatores de coluna,
aproximadamente 1700 IU/GQneior representam um acréscime de mails
de 110% ao maior valor apresentado na fase anterior (807,55
IU0/Qneio) - PBNDEY et alii (19286} também trabalhando com producdo
de amiloglicosidase em biorreator de coluna consegulram
atividades enzimaticas 50% superiores ac estudo em frascos
erlenmeyer. A comparagdo destes numeros mostra de maneira clara
tanto as vantagens do usc da aerag¢8c direta, quanto a
conveniéncia na continuidade dos estudos de utilizacdce do

reator de coluna para a produgdo da enzima amiloglicosidase.

Uma anédlise do conteldo de umidade dos meios mostra que,
com excecdo de C28 (VMM=150mla./h/0Umeio) que apresentou um
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decréscimo de 12,92%, o conteldo de umidade do substrato, cujo
valor inicial se encontrava em forne de 50%, aumentou ao longo
dos Processoes fermentativoes. SARGANTIS et alii {1993y
detectaram tal aumento da umidade durante ¢ cursc da
fermentacio como sendoe benéfico para o© crescimento celular em
processos SS5F. 0Os autores apresentam aquele gue seria um perfil
dtimo de umidade do meio relativamente ao tempo de fermentagdo.

Afora 0S8 experimentos Ci {sem aeracao) e C24
(VMM=90ml../h/Greio) » NOS quais a variagdo de umidade {(Ue-Uy) ao
final do processc fol de 4,70 e 15,67%, respectivamente, nos
demais ensaios este aumento se manteve na faixa entre 8,08% ¢
11,60%. Na Tabela 4.41 sdo listados os valores da variagdo de
umidade (Ug~U;i), para os experimentos cinéticeos com densidade
aparente padrdo, cujo valor médio foi de 616,4 * 18,9 g/1. Como
o final da fermentagdo ocorria em tempos diferenciados, e para
permitir uma melhor comparacdo, criocu-se uma grandeza
denominada de “variac8o média de umidade do processo”, definida
como  (Ue~Us) /ts, representada na mesma tabela., Também por esta
linha de raciccinio, o©os experimentos Cl, C24 e CZ8 s&o o8
tnicos cuja variacdo foge do intervalo compreendide entre
0,05%09 e 0,0835%umidade/h.

Observacgdo semelhante no aumento do contetdo de umidade dos
meios foi realizada por YANG et alii {1993), ac trabalharem com
frascos estadticos e reator de coluna sem aeragdc. Tal fato foi
alegado como sendo devido a producde de agua metabdlica ou a
liberac@o de agua resultante da oxidagdo dos carboidratos
prasentes. DORTA et alii {1994, | utilizando-se de um
fermentador semi-sdlido sem  aeragio, calcularam a  Agua
produzida pelo metabolismo de carboidratos durante o

crescimento de Metarhizium anisopliae em farelo de arroz.

Nas Tabelas 4.13 a 4.40 observa-se um salto no conteudo de
umidade dos meios no pericdo gue coincide com © de maior
producgdo da enzima. Isto, aliadeo ao pequenc aumento de umidade
em €1 (VMM=0ml../h/Omeic}, confirma a validade da hipdtese
anteriormente citada, também para as fermentagdes em estado

s&élido com aeragdo.
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TABELA 4.41.Valores para a varlacidc de umidade ({(UgeU;) =
variacdo média de umidade do processo (Ueg~U;) /L
observados durante as fermentacgdes semi-sbélidas em
regtores de coluna

Experimento te Ue~Us (Ue~Uy) /te
cl 165 4,70 0,0285
c2 168 8,55 0, 0509
C3 138 B,66 00,0623
C4 118 8,21 C,0096
C5 120 9,67 G, 0806
C7 144 8,67 G, 0602
8 139 10,78 0,0776
C10 144 11,58 G, 0801
cli 120 8,41 0,0701
ci13 &44 11,56 g,0803
Cl4 135 11,60 0,0835
Ci5 118 9,22 ¢,0781
Clé 168 9,64 80,0574
C17 120 8,08 0,0873
Cilg 168 8,88 0,0529
c21 168 1G,61 0,0632
C24 144 15,67 0,108¢
C23 168 10,35 0,0616
C26 139 10, 66 0,0767
cz8 118 ~-12,82 -0,1085

ty (hys UeU; (%) (Use~Uid /te (%/70)

Para tais processos, outro fator que deve contribuir para o
aumento no contelddo de wumidade do meio & a eficiéncia de
separacido da Agua de arraste, oriunda da operagadoc de saturacdo
do ar. Tal efeito, gue aparece mais nitidamente para altas
aeragdes, pode ser melhor percebido comparando-se 08
experimentos C23 e (€24, ambos com uma vazdo de 90 ml../N/dneio-
Para (24, a umidade inicial de 51,40% subiu, apdés 35 h de
fermentacd3o, para um valeor de 70,63% e se manteve, até o final,
em torno de 68-69%%. Para tentar a diminuicso deste ganho de
umidade, resolveu~se melhorar o} sistema de saturacdo,
diminuindo-se a coluna de Agua e aumentando-se a c¢oluna de
separacdo. Com isto, os valcores de umidade para C23 ({ensaic

realizado apds este ajuste) passaram do inicial 51,37% pars
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8l,72%, apbs 168 horas de fermentacdo, resultados semelhantes

aos obtidos em oubros ensaios.

O problema citade por diversos autores (DORTA et alii,1994;
SARGANTIS et alii,1993; LONSANE et alii,1992; SAUCEDO~CASTANEDA
et alii,1992b; SATO et alii,1982) de reducdo da umidade do
meio, somente foi detectado no experimento C28, em que se
utilizou uma alta taxa de aeragdo (VMM=150ml../h/Qeeio}. Fm tal
ensalo, a umidade iniciou em 52,63% e aumentou, durante a fase
de produgac da enzima, a 58,06%, decrescendo acentuadamente,
logo apbs, até 39,71%. A elevagdo inicial reforga a idéia,
anteriormente discutida, da producdc de &gua metabdlica,
enquantc que a redugdc ao final do processo indica gque o
sistema de saturacgdo do ar ndc estava dimensionado para repor a
grande quantidade de agua evaporada nesta VMM. Segundo SAUCEDO-
CASTANEDA et alii (1992b), na presenga de aeraglo suficiente,
cerca de 7g de agua sdo evaporadas do meic para cada 1lg de
amido oxidado.

Em fungdc da metodclogla adotada para a determinacdo da
concentragdo celular (item 3.11) reguerer a absorcdo do C0,, nao
foi possivel determinar o valor de X para os experimentos C1
(VMM=0 mla;/h/GUmneio}r €2 (VMM=5 ml../h/Qreio) € C28 (VMM=150
Mlar/N/Qneis) - Nos dois primeiros ensaios, a pressido na saida do
reator ndo fol suficiente para vencer a coluna de liquido
formado pela solugf@o de NaOH, enqguanto gue para (28 o sistema
de coleta do CO; ndo suportou a alta taxa de aeracdo.

Comparando-se as curvas de crescimento, nota-se que para as
vazdes de 10 a 50 ml../h/gnic @8 etapas de germinacdo dos esporos
¢ de acelerag8o do crescimento se estenderam até cerca de 24
horas de fermenta¢8o. Para os experimentos com aeracdc acima de
60 ml../h/Qgueic €stas etapas tém uma duracdo menor e, com excecdo
de C25 (VMM=90 ml.;/h/Qmeio), sSd0 dificeis de ser estipuladas.
Para todas as condigdes de aeragdo utilizadas, a concentragio
celular maxima fol atingida entre 55 e 70 horas de fermentaciao,
apds © gue iniciou~se o processo de autdlise do micélio.
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Com relagdo 2as concentragdes celulares maximas, para os
ensaios com aeracdes de 10 e 20 ml,./h/Gmeio Obtireram-se 54,71 e
55,81 mGee1/Yrarelns respectivamente, ao passo que para C20 (VMM=70
Mlac/ N/ Oneiol @8te valor alcancou 83,75 MmGee1/Tfarelor VOltando a
diminulr para os experimentos C25 (VMM=9C ml../h/Gmeis) € 27
(VMM=100 ml.;/h/GOneio), cujos valores foram de 78,18 e 71,62
MGeo1/ Yrareto» 1al comportamentce indica a tendéncia a existéncia de
uma vazdo de ar o6tima para © crescimento celular, da mesma
forma que o verificado para a atividade enzimética. No caso do
crescimento celular, esta aeragdo pareceu estar entre 70 e 80
WMce1r/ Jrareio» Na Figura 4.43 estdo mostrados os valores destas

100 -
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Figura 4.43.Concentragdo celular maxima em fungde da vazdo de
ar por massa de meio (VMM).
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concentracdes celulares maximas para as condigdes de aeracdo

estudadas.

A comparacdo das curvas de crescimento celular com as de
atividade enzimdtica mostra gque a producdo da enzima
amiloglicosidase se dé& de forma associada ao crescimento do
Aspergilius niger, conforme citado em 2,.3.

4.2.1.1.Fermentacéo submersa

A fim de levantar os pardmetros Mee € Yy uUtilizados na
determinac8o da concentracdce celular dos experimentos semi-
sélidos em colunas, realizou-se uma fermentagdc ligquida de
acorde com o descrito em 3.13, 0Os valores experimentais,
cbtidos para a concentragde celular, a condutividade elétrica
{2} da solucdo de NaQOH, a massa de C0p; liberado, a velocidade de
respiracdo {Qco:.¥X), 0 pH, 08 acgicares redutores e o0s agucares
redutores totails ao longo do processc fermentativoe, encontram-
se¢ listados na Tabela 4.42. A Figura 4.44 mostra o
comportamento destas variédveis {(com excecdo de A) como fungdo
do tempo de fermentagdc. As amostras foram analisadas, no
minimo, em duplicata, sendo gque para a determinagdo da
quantidade de C0; liberado a partir dos valores de A (conforme
3.12), usaram-se as seguintes correlacdes:

Mooz = Viaons224. (Ny=N) {4.27)
e
N = 0,00534,A-0,04633 ; r=0, 9973 (4.28}
onde:

Mmoo = massa de gas carbdnico liberada durante a

fermentacdo {geez):

Viaon = volume de hidrdxido de sédio usado para coleta
do CO, liberade na fermentacdo (5,8 litros});:

M3 = normalidade inicial da solucdoc de NaOH;
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normalidade da solucdc de HNaOH no tempo de

condutividade elétrica da solugBo de NaOH no

Tabela 4.42 . Valores para a concentracdo celular (X3,
condutividade elétrica (A) da solugdo de NaOH, massa
de C0, liberado (Mcoz), velccidade de respiracdo
(Oeon.X), DPH, acglcares redutores (AR} e aglcares
redutores totais (BRT) medidos durante a fermentagdo
submersa

tf X A Mcoz Qeoz + X pH AR ART
(h {g/1} {m3) {Gcoz}  (Qeoa/h/1) {g/1) {g/1)
0 (0,668 184,1 0,00 0,000 6,87 5,28 3,00
4 0,723 184,1 0,00 0,000 6,20 - -
6 0,710 183,8 0,26 0,035 6,04 5,33 9,39
g 0,573 - - - 5,95 - -
1G 0,538 - - - 5,95 - -
12 0,548 181,°9 1,53 0,062 5,94 - -
14 0,540 181, 0 2,17 0,095 5,82 - -
16 0,525 179,5 3,19 0,158 5,80 5,36 9,19
20 1,000 175,5 5,87 0,209 5,82 5,63 9,66
21 - 174,0 6,89 0,318 5,77 - -
22 - 171, 6 8,52 0,509 5,65 - -
23 - 169,2 10,22 0,528 5,70 - -
24 3,637 165,8 12,54 0,733 5,70 3,68 €, 64
26 - 158, 9 17,18 0,733 5,74 - -
27 7,860 156,4 18,89 0,542 5,84 0,79 1,81
2% - 151,6 22,20 0,530 6,22 - -
30 7,505 148,7 23,48 0,413 6,41 0,47 1,37
31 - 148,2 24,50 0,330 6, 60 - -
33 6,450 - - - 7,04 0,42 1,23
3e 5,750 143,9 27,43 0,195 750 0,42 1,32
46 5,165 140,0 30,149 0,081 7,82 0,40 1,20

inicialmente,

Para © calculo da velocidade de respiracgao,

admitiu-se,

como linear a variacdo de um ponto de amostragem
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a outro. A partir desta primeira aproximacgdo, fizeram-se
interpolacdes com intervalos cada vez menores, objetivando-se
“alisar” a curva e obter resultados mais precisos. A Figura
4.44 mostra o comportamente de X, A, Meoz, Qrez.X, AR e ART como
funcdo do tempo de fermentacao.
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Figura 4.44.Concentracdo celular (X), massa de CO; liberado
(Mcaed , velocidade de respiragéo {Qeoz. X}, pH,
acuicares redutores (AR} e agicares redutores totais
(BRT), em funcdo do tempo, para a faermentagdo
submersa

supondo todo o €O, gue sai do fermentador como coriginario
dos processos metabdlicos do microrganismo, um balango de massa
para este gas fornece, segundo NARAHARA et alii (1982}, a

seguinte eqguacgdo:
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4. PResultadeos & Digcussin

Qrog ™ Megy + o U (4.29)
X/ Coz
onde:
Qeo2 = velocidade especifica de respiracéo
(gCOEI‘;h/gcel)F
Meoy = coeficiente de manutencao para CQ, ou

velocidade especifica de produgdo de CO; para

manutencic {geox/h/Qee1) ;
Yx;cgg = fator de conversio parsa X"COz (gml/gmg};
i = velocidade especifica de crescimento (h™).

A partir dos valores experimentais da Tabela 4.42 ¢ da
Figura 4.44, e utilizando-se de ampliacdes graficas,
interpolagdes e derivacgdes (LEDUY & ZAJIC,1873), calcularam-se
as velocidades especificas de crescimento (g} e de respiracdo
{Qeoz) . Na Figura 4.45 s&o mostrados os valores para 4 em funcdo
do tempo de fermentaclo, enquantoe gque a Tabela 4,43 lista os
valores de U4 e Qe gque apresentaram uma melhor correlagdo

-

quando ajustados a Equacg8o 4.29.
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Figura 4.45.Velocidade especifica de crescimentc (p) em fungio
do tempe de fermentacdo durante a fermentacao
subnmersa
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4. Fesultados & Digcussan

Tabela 4.43.vValores para a velocidade especifica de crescimento
(ny e velocidade especifica de respiragdo (Qcoz)
calculados a partir dos dados experimentals e usados
para determinar Yiscor © Meoz.

po(h™ Qeoz {Geoz/ N/ Gear )

0,000 0,0770
0,011 0,0810
0,026 0,0845
0,063 0,0905
0,107 0,0935
0,125 0,0944
0,144 0, 0980
0,176 0,1011
0,207 0,1060
0,228 0,1088
0,249 0,1130
0,289 0,1202
0,306 0,1240
0,340 0,1400
0,360 0,1600

Como pode ser notado pela Figura 4.44, houve um tempo muito
grande (cerca de 16 horas) entre a inoculaglio e o inicio do
consume de substrato e do crescimento celular. O motivo deste
comportamento fol a adig¢dc do anti-espumante de uma maneira
equivocada, gue criou uma espécie de camada isolante na volta
dos esporos, fazendo com que os mesmos ficassem inicialmente
aglomerados. Através do acompanhamento com microscopio Otico,
notou-se gue a “germinagdo” destes esporos s6 teve inicic apds
um aumento momentdneo na agitacdo e a consegiiente remocdo desta
camada de anti-espumante. Em seguida a este fatoe, ocorreram uma
queda marcante nos niveis de ART e AR e um crescimento
acentuado da concentracdc celular e da produgdo de CO;. De
acordo com os valores de p {Figura 4.45) percebe-se que a fase
de crescimento exponencial iniciou com aproximadamente 20 horas
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4.Besultados & Discussdg

de cultivo, finalizando no tempo de 25 horas, A massa celular
continuou crescendo até t¢=28 horas, instante em gue as
concentracdes de AR e ART aproximaram-se de zero. A partir
deste momento o fungo entrou em processe de lise celular e
esporulagido, tendo como efeito a redugdco da velocidade de
respiracgdo e ¢ aumento do pH.

Assim, a partir dos valores da Tabela 4.43, chegou-se a

seguinte equagdo e valores para Yxsoz € Meoz?

Ocoe = 00,0747 + 0,1780.u4 ; r={(, 9464 {(4.30)
Yyseor = 5, 5866 Goer/Geor

Mo = 0, 0747 Geor/h/Geer = 1,698 mmolcor/h/Gee1

0 valer encontrado para mee; € semelhante ac estimado (1,79
mmOleor/ N/ Quer) POr NARAHARA et alii (1982) para o crescimento de
Aspergillus oryzae em meio semi-sélide com arroz  Como
substrato. Com relacdo a Yxmozs, © alte valor encontrado pode ter
como causa uma ndo-—-absorcdo total, por parte da scolugdo de
NaOH, do gés carbdnico desprendido. Conforme o c¢itado por
MAIORANO et alii (1992}, referindo-se ao Aspergillus oryzae,
existe na literatura wuma discrepdncia dificil de ser explicada
entre os diversos valores citades para Yy & Mg (ou, no caso,

Yyscor € Moozl .

§.2.2.Influéncia da densidade aparente do meio

A natureza dos substratos empregados nes processoes SSE faz
com que, apds preparado o meio, exista uma variagdo em sua
densidade aparente (ou compactacgdo). Tal variagdc ira depender,
entre outros fatores, do tipo de substrato, do processo de
preparo do meio, do Dbiorreator wutilizado e da maneira de

acomodar o leite fixo. Para ¢ aumente de escala (“scale-up”) do

145



4. Resultados e Discussio

presente reator de coluna, esta varidvel pode vir a limitar o
processo fermentative, dificultando a transferéncia de calor e
massa.

Como a literatura é pobre a respeito deste assunto,
planejou-se uma série de ensaios visande a um melhor
entendimento sobre o comportamento da produgdo da enzima
relativamente a densidade aparente do meio {ds;), definidg pela
seguinte equagio:

dyp = = {4.31)

onde:
M = massa inicial de meio (g);
Vy, = volume do reator ocupado pela massa M de meio (1).

Como para esta série de experimentos a d,, fol previamente
definida, para cada reator se calculou a massa de meio & a
altura de leito necessarias para as condigdes estabelecidas. Os
valores extremos para da, (499 e 924 g/l) foram obtidos apds uma
série de testes. Com a presente formulagido do meic foi
praticamente impossivel obter wvalores abaixo de 499 g/l, sendo
gue uma carga de substrato acima de 924 g/l acarretava
interrupcgdc da aeracgdc, gue guando aumentada arrastava o meio
de uma maneira pilistonada. A aeragdo para todos os ensalos fol
mantida fixa em 60 ml../h/Qreicr cOnforme o estipulado em 4.2.1.

As Tabelas 4.44 a 4.48 apresentam os valores experimentais
obtidos para a atividade enzimética {A), a produtividade (P}, a
umidade {U), o pH e 08 aguicares redutores (AR) ao longo das 5
fermentacdes montadas para estudar o© efeito da densidade
aparente do meio, enquanto que os comportamentos graficos para
tais variadveis sdoc mostrades nas Figuras 4.46 a 4.50.
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Tabela 4.44.Valores para a atividade enzimdtica, produtividade,
umidade, pH e aclUcares redutores medidos durante o
experimento C29 (VMM=60 ml,./h/Qneio) — dap=499g/1

te A P U pH A.R.
0 0,0 0,0 54,19 6,68 22
730 Wik 0,3 55,40 6,65 107
34 71,6 2,4 53,45 6,63 125
46 568, 6 12,4 57,65 6,22 130
58 1247,5 21,5 59,90 5,87 18
70 1242,0 177 57,58 6,35 18
94 1216,0 1:9,/9 56,45 6,73 9
118 1342,3 11,4 58,06 6,76 10

te(h); A(IU/gfarelo}| ; P(IU/h/gfarelo) ; U(%); A.R. (mGgIiv:os.(—,-/gfazrel-:\:|
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Figura 4.46.Atividade enzimatica, produtividade, umidade, pH e
acucares redutores, em funcao do tempo de
fermentacao, para o] experimento €29 (VMM=60
mlar/h/gmeio) = dap=‘499g",l
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Tabela 4.45.Valores para a atividade enzimatica, produtividade,
umidade, pH e acucares redutores medidos durante o
0 (VMM=60 ml../h/gueio) — dap=586g/1

experimento C3

te A P U pPH A.R.
0 6,3 0,0 52,40 6,71 35
24 16,7 0,4 50,28 6,76 95
36 42,3 1,0 49,28 6,67 170
48 300,7 0,1 8302 6,45 153
60 965,3 16,0 55,46 6,14 ot
72 1492,4 20,6 o620 6,14 T,
96 1647,1 17,2 60,76 6,53 13
120 1516,8 12,6 5730 6,84 11
te(h); A{IU/gfarelo] H P(IU/h/gfarelo} ; U(%); A.R. (mgglicose/gfarelo}
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Tabela 4.46.Valores para a atividade enzimatica, produtividade,
umidade, pH e acucares redutores medidos durante o
experimento C31 (VMM=60 ml../h/gneic) = dap=755g/1

te A P ] pH %8,
0 Fiy 0 0,0 50,32 6,71 19
24 15,7 0,4 51,25 - -

36 58, 4 1,4 53,97 6,74 166
48 286, 3 5,8 51,40 6,43 152
60 1085, 8 18,0 56,07 6,12 49
72 1509, 4 20,9 56,76 6,29 15
96 1607, 2 16,7 59,45 6,42 13
120 1574, 4 13,1 57,97 6,61 11

te(h); A{IU/gfarelo) ; P(IU/h/Qfare1o) 7 U(%): A.R. (mgqlicose/gfarelo}
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Figura 4.48.Atividade enzimatica, produtividade, umidade, pH e
acucares redutores, em funcgéo do tempo de
fermentacgao, para o] experimento C31 (VMM=60
mlar/h/grneio) T dap=755g/l
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Tabela 4.47.Valores para a atividade enzimatica, produtividade,

umidade,

experimento C32

pH e acucares redutores medidos durante o
(VMM=60 mlar/h/gmeio) = dap=858g/l

te A P U PH A.R.
0 8,7 0,0 53,44 6,74 31
24 18,7 0,5 53,78 6,77 i
36 55,6 1,4 53,11 6,71 Lty
48 263,7 5,4 55,56 6,49 169
60 1370,9 22,8 57,86 5,88 37
72 1657,7 22,9 597 ,.87 6,19 17
96 1:575,6 16,4 57,63 6,44 16
120 1678,6 14,0 59, 34 6,57 13
te(h) 7 A(IU/gEarelo} P P(IU/h/gfarelo) ; U(%); A.R. (mgqli(‘.ose/gfarelo)
BT - 200
7 "?T j
18 .
= 61 4 100 5
2 g ] 5
gl &
lz
4 - 0 -
2000
1600 o
i ]
o 1200
3 =
= 800 - -3
- E
5
100 o

tf (h)

Figura 4.49.Atividade enzimatica, produtividade, umidade, pH e

tempo de

acucares redutores, em funcéo do
fermentacao, para le] experimento C32 (VMM=60
ml.:/h/Qneio) = dap=858g/1
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Tabela 4.48.Valores para a atividade enzimatica, produtividade,
umidade, pH e acgucares redutores medidos durante o
experimento C33 (VMM=60 ml../h/gpeio) — dap=924g/1

te A P U pH A.R.
0 0,0 0,0 55,20 6,71 22
22 o5 0,1 53,59 6,71 103
34 63,1 1,9 56,13 6,72 131
46 310,5 6,8 57,62 6,58 144
58 1133,0 19,5 60,27 6,16 26
70 1274,6 18,2 62,42 6,43 15
94 F1T70,2 12,4 60, 30 6,84 12
118 1186, 2 10,1 59,58 7,61 10

te(h) 7 BA(IU/Jfarelo) 7 P(IU/h/Jfare1o) 5 U(%) 7 A.R. (mgglicose/gfarelo}
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74 1 i
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Figura 4.50.Atividade enzimatica, produtividade, umidade, pH e
acucares redutores, em funcéo do tempo de
fermentacéo, para o experimento ¢33 (VMM=60
mla;/h/Qreio) - dap=924g/1
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O meio com menor compactagdo (d.,=499 g/1) foi o que
apresentou, no inicio do processo fermentativo, uma atividade
enzimdtica maior; porém, a partir de 70 horas de fermentagao
foi alcangcado um patamar de cerca de 1250 IU/GQeavaros
Comportamento semelhante foi mostrado pelo ensaio C33 (d.,=924
g/l). O decréscimo no valor da atividade apés 70 horas é,
provavelmente, devido a uma maior concentragdo de proteases no
meio, conseqiéncia da diminuigdo do oxigénio disponivel. Para
as demails densidades testadas (dap=586, 755 e 858 g/l),
observam-se quase que os mesmos perfis de sintese enzimatica,
com o maximo da atividade em torno de 1600 IU/Qfareio- A estes
resultados podem ser somados oOs experimentos Cl6 e C17,
anteriormente apresentados, com densidades aparentes de 617 e
602 g/l e as mesmas condi¢gdes de aeragdo, cujos patamares
finais também estdo ao redor de 1600 IU/Qfarelo- Tais
comportamentos podem ser percebidos na Figura 4.51, onde se
comparam as curvas de atividade para as diversas densidades

aparentes utilizadas.

Segundo GHILDYAL et alii (1993) os principais fatores que
causam a diminuicdo da atividade enzimatica com o aumento da
densidade do meio sdo a dificuldade de remogdo do calor
metabdlico gerado e a formacdo de gradientes nas concentracgdes
de oxigénio e de gé&s carbdnico. Para o presente caso, em funcéao
das altas compactacdes usadas, o decréscimo da atividade do
meio também pode estar ligado a problemas espacials de

crescimento do fungo.

Resultado qualitativamente semelhante ao presente trabalho
foi obtido por PANDEY & RADHAKRISHNAN (1992). Tais autores
utilizaram farelo de trigo com densidades variando de 320 a
400 g/1 e obtiveram a melhor atividade enzimatica para o meio
com 350 g/l1.

Dois outros artigos levam a resultados opostos. BARRIOS-
GONZALEZ et alii (1993) concluiram que o aumento da compactagao
do meio aumentou a producdo de penicilina por Penicillium
chrysogenum em meio semi-sélido; porém, as densidades usadas
foram baixas e de pequena variacdo (230, 310 e 350 g/1).
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4 .Resultados e Discussao

Contrariamente, GUMBIRA-SA'ID et alii (1993) verificaram que o
aumento da massa 1inicial de gradnulos de sagu no reator
acarretava uma diminuicdo no crescimento do Rhizopus

oligosporus utilizado na produg¢do de proteina unicelular.

2000
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&
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800
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dap=755 g/l
dap=858 g/l
400 dap=924 g/l
0 e A |
96 120
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Figura 4.51.Efeito da densidade aparente do meio (d.p)
sobre a atividade enzimadtica, ao longo do

processo fermentativo - VMM=60 ml../h/gueio.

Detalhe importante de ser observado é que, em funcdo da
casca adicionada como inerte, conseguiu-se trabalhar com
densidades aparentes bem maiores do que os valores
anteriormente citados da literatura.

Com relagdo a produtividade do processo, percebeu-se igual
conduta, com  OS valores maximos sendo encontrados nos

experimentos com densidades variando de 586 a 858 g/l1, conforme
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4,Reaultades e Discussio

pode ser observado na Figura 4.52, onde além destes 5 ensaios
também sio mostrados os valores das produtividades maximas dos
experimentos C16 e C17 (d,p=617 e 602 g/l, respectivamente e
VMM=60 mler/h/Queio) -

0s resultados obtidos apontam para boas perspectivas com
relacio ao estudo do usoc deste tipo de reator em fermentagdes
semi~sélidas de maior escala, uma vez gue a compactagédo maxima
dificilmente é obtida de forma espontanea.

206 -
18 -
. +
E 16 — !
514_ //';
'y ] /
) \
12 -
10 E———————
2400 500 00 700 800 800 1000

dap {(G/i)

Figqura 4.52.Variag¢do da produtividade méxima em fungdo da
densidade aparente do meio {dap)~VMM=60 mla A h Y Oneio.

4.2.3.Variacdes na temperatura do leito semi-sélido

A liberacdc de grandes quantidades de calor devida &
atividade metabdlica ¢ uma caracteristica marcante das
fermentacdes semi-s6lidas (GHILDYAL et alii,19%4). Varios
autores (MODAK & RAJAGOPALAN,1994; CASTANEDA et alii,1992b;
LONSANE et &lii,1985) citam a necessidade da réapida remogac
deste calor, evitando possiveis efeitos deletérios sobre o

Processo.
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Para entender o fendmeno de transferéncia de caleorx
envolvido nos reatores de coluna wutilizados, optou-se por
levantar o comportamento da temperatura do meio, ao longe da
fermentagdc, em diferentes posi¢des do leito. Assim, trés
ensaics (C34, C35 e (C36) foram instrumentados de acordo com o©
estabelecido em 3.16. A aeracdc usada nestes ensaios fol
mantida fixa em 60 ml,,/h/gueior ©5colhida conforme o discutido no
item 4.2.1.

O experimento C34 opercu com as condigdes padrdes de
controle de temperatura descritas em 3.4.2, enguanto gue para
C36 o sistema de aquecimento/resfriamento foil desconectadeo,
tentando-se assim diminuir a remogdoc de calor por condugdo. No
ensaioc C35%, estudou~se o efeito do resfriamentoc evaporativo.
Para 1sto, adotou-se um procedimento semelhante ac de €36, e o
sistema de saturacgdo do ar foi colocado no banho
termostatizado, fazendo com gue a temperatura de entrada do ar
no reator fosse de 30°C.

As Tabelas 4.49 a 4.51 apresentam os valores medidos para
as temperaturas dos pontos medidos nos trés experimentos,
enquanto que nas Figuras 4.53 a 4.535 sd8o mostrados os perfis
obtidos para as diferentes alturas do leito.

A simples comparagdoc destas figuras {construidas no mesmo
tamanho e egcala) mostra a importéncia do sistema de controle
de temperatura. A maior temperatura alcangada no meio C34 foi
de 33,3°C, ao passo que para 35 e C36 este valor fol de 43,9 ¢

51,0°, respectivamente.

Para o experimento C34, representado pela Figura 4.53, as
temperaturas maximas foram alcancadas entre 38 e 74 horas de
fermentagio, periode gue coincide com a faixa de maior aumento
da atividade enzimatica obtida para os ensaios C(Cl6 e (17
{Figuras 4.28 e 4.29%), desenvolvidos nas mesmas condigdes de
fermentacdo. O ponto maximo atingido pela tempsratura (33,3°C)
representa um acréscimo de somente 10% no valor de 30°C
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TABELA 4.49.Valores da tenmperatura para as diversas alturas (h)}
do leito semi-sélido, do banho termostatizado e do

ambiente, medidos durante ¢ ensaioc C34.

Temperatura (°C)

e h= h=70 h=140 h=140 =210 h=280 banho ambiente
th) {centro) (parede}

0 30,4 29,5 29,5 28,7 29,0 29,2 28,2 25,2
22 31,3 29,9 29,7 28,6 28,6 30,3 29,8 29,9
38 32,4 30,9 30,7 29,9 30,4 30,6 29,3 30,5
50 33,3 32,2 32,2 30,0 31,6 31,3 27,8 30,2
61 32,8 32,4 32,2 30,1 31,1 30,9 29,0 28,4
74 32,1 30,8 30,8 20,2 30,0 30,5 28,2 31,2
83 31,5 30,4 30,3 28,9 29,6 30,1 27,9 30,3
21 31,4 30,1 30,1 29,0 29,5 30,2 28,7 29,4
107 30,0 2%,5 29,5 28,4 28,8 29,0 26,9 29,3
117 30,7 29,8 29,7 28,9 29,2 29,2 27,5 29,9
132 29,5 29,7 29,6 29,4 29,1 28,8 27,9 29,1
139 30,3 29,7 29,6 29,0 29,2 29,4 29,0 31,2

TABELA 4.50.Valores da temperatura para as diversas alturas (h)
do leito semi-sdlido, do banho termeostatizado e do
ambiente, medidos durante o ensaic C35.

Temperatura (°C)

ts =0 h=70 h=140 h=140 h=210 h=280 banho ambiente
{h) {centro) (parede)

0 32,8 30,2 28,9 30,1 28,6 29,3 30,4 25,0
9 31,6 32,0 31,0 31,1 30,3 28,9 28,1 25,0
24 az,3 33,8 33,3 33,8 32,4 31,3 27,3 25,6
28 32,9 35,3 34,9 35,1 33,8 32,1 27,9 25,8
36 34,2 41,0 32,1 40,9 41,2 36,7 27,5 24,5
43 35,2 43,6 43,9 42,6 43,4 39,1 28,2 24,8
48 35,1 42,7 43,2 42,1 42,8  3%,0 27,1 25,0
59 35,0 40,2 41,2 49,3 40,6 36,7 27,4 25,5
66 33,8 38,2 39,1 38,2 38,3 34,7 28,5 24,2
69 33,1 37,4 38,3 37,2 37,4 33,7 33,2 24,5
72 34,8 38,7 39,3 38, 6 38,4 35,3 28,5 25,1
77 35,7 39,6 40,2 40,1 39,3 36,0 28,6 26,6
80 15,7 39,8 40,6 40,1 39,7 36,0 28,5 25,8
96 32,0 35,4 36,1 35,5 34,8 31,4 25,0 22,6
120 31,1 33,2 34,2 34,8 33,2 30,6 25,9 23,5
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TABELA 4.51.Valores da temperatura para as diversas alturas (h)
do leito semi-~sdlido, do banho termostatizado e do
ambiente, medidos durante o ensaio C36,

Temperatura (°C)

s h=0 h=70 h=140 h=140 h=210 h=280 ambiente
{h} {centro) {parede)

0 27,0 28,6 28,6 28,2 28,5 28,1 26,5
10 27,2 27,5 27,4 28,1 27,3 27,5 27,0
21 26,6 27,2 27,3 28,0 27,3 27,3 26,86
24 27,2 27,5 27,8 28,0 27,6 27,6 27,86
36 27,7 28,1 28,6 29,8 29,6 28,9 26,9
48 29,6 35,2 40,1 3%,9 41,7 37,6 27,3
50 31,1 38,1 43,8 41,4 45,7 41,2 28,0
54 32,8 4z, 4 48,7 46,0 51,0 46,1 28,5
60 33,5 43,6 48,2 45,9 49,2 44,4 28,6
69 31,7 38,3 40,1 39,48 38,7 35,6 27,8
12 20,9 36,9 38,2 38,2 36,5 33,9 27,4
80 30,1 34,7 35,0 35,2 33,0 31,4 26,2
96 28,5 31,8 31,7 32,2 36,4 29,3 25,4
120 28,7 31,4 30,8 31,4 30,1 29,3 26,5

estabelecido inicialmente para o processo. A quase sobreposigao
dos pontos axials, indicando uma répida dissipagde do calor,
mostra a importéncia do mecanismoe de condugio para a
transferéncia de calor ap longo do reator estudado, gque pode
ser melhor observado pela comparacdo com C36, em gque a condugdo
foi forcadamente reduzida.

Os perfis apresentados na Figura 4.54 mostram a importéncia
da conveccdo, além de demonstrar que, para as condicdes
estabelecidas durante o¢s ensaicos, © resfriamento evaporativo
ndo foi suficiente para evitar gqgue a temperatura do meio C35
alcancasse, com 43 horas de fermentacgdo, 43,9°C. Tal wvalor &
cerca de 50% superior ao inicialmente fixado. Como a malor
parte do calor gerado deveria ser removida na forma de calor
latente de evaporacgdo (SATO et glii,1982}, para o resfriamento
evaporativo ter um efeitc mais pronunciado, seria necessério
eliminar a saturagdo do ar de entrada no reator. Optou-se por
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ndo utilizar tal condic8o, pols o resultado de tal procedimento
seria a reduclo tanto da umidade quanto da atividade do meio,
conforme anteriormente discutido noe ditem 4.2.1 As maiores
temperaturas do meio foram registradas no periocdo compreendido
entre 36 e 80 horas de fermentagdo. A altura do leito que
apresentou malores valores para a temperatura fol de 140mm,
sendo estes valcores muito préximos dos optidos para as alturas

de 70 e 210mm, o© que parece mostrar a existéncia de

55
7 h=0mm
] =7 0mm
— . h=14Omim
Ei 50 B h=210mn
. h=280mm
[ J
45
40
35
30
25
20 § 1 1 I E 1 1 i 1 ¥ L3 l 1] H 1 E 1] 1 13 [
0 24 48 37 96 120

Figura 4.53.Perfis de temperatura das diversas alturas (h) do
leito semi-sdlido, e funcéo do Lenpo de
fermentacioc, para © ensalo C34.
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contribuicdes semelhantes, tanto da condugdo como da convecgdo,
para a transferéncia de caler do meio, A elevagdc da
temperatura do meioc de 77 a 80 horas &, provavelmente, a
aumentada de 25,8 para 33,2° (Tabela 4.50}.

A Figura 4.55 mostra que a ndo remogdo {ou remogio
ineficiente)} do calor liberado pelas reacgdes metabdlicas pode
fazer com que a temperatura do meio alcance nivels considerados
impréprios para o© crescimento deo fungo estudado. Somente a
aeracdo, diferente do proposto por GHILDYAL et alii (1834), néo
foi suficiente para resfriar o meio e manter a temperatura em
niveils considerados aceitédveis. A temperatura do meic gue
inicia, em todos os pontos amostrados, proxima da ambiente
(26,5-27,0°C), apds 24 horas de fermentacdo, sofre um grande
acréscimo. Entre 54 e 60 horas de fermentagdo, a temperatura do
leito, na altura de 210mm, elevou-se até 51°C, distanciando-se
muito do vwvalor de 30°C, estabelecido como 6timo, Como
conseqgiiéncia deste afastamento da idealidade, © metabeolismo do
microrganisme é prejudicado, e rapidamente a temperatura
decresce para niveis em torno de 30,0-35,0°C. Nota-se, pela
mesma figura, que a temperatura do meio cresce, axlialmente, até
a altura de 210mm, devido & transferéncia convectiva do calor
da parte inferior da coluna pelo ar ascendente (GOWTHAMAN et
alii,1993}). A queda da temperatura no topo da coeluna (h=280mm)
deve-se ac fato de gue, neste ponto, ¢ meio troca calor tanto
com a corrente de ar quanto com o ambiente.
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s | h=0rmm
7] @ h=70rm
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Figura 4.54.Perfis de temperatura das diversas alturas (h) do
leito semi-sélido e do ambiente, em funcdo do tempo

de fermentagdo, para o ensaio C35.
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Figura 4.55.Perfis de temperatura das diversas alturas (h) do
leito semi-sélido e do ambiente, em funcdo do tempo

de fermentagdo, para o ensaio C36.

Com o uso dos gradientes axial e radial de temperatura é
possivel estipular, com maior confianca, a contribuicido de cada
mecanismo de troca térmica. Um equilibrio entre conducdo e
convecgdo tem como conseqiiéncia a igualdade entre os valores
dos gradientes, enquanto que um maior valor do gradiente radial

indica uma contribuig¢do mais elevada do mecanismo de conducdo.

A Tabela 4.52 apresenta os valores para os gradientes axial
(Gax) e radial (Gra) médios de temperatura de C34, C35 e (36,
definidos como:
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Tzio = To Is — T
Gax = B e Grd = —__E;___

onde:

T;10 = temperatura do meio para a altura de 210mm (°C);
To = temperatura na base do leito (°C);
h = altura do leito = 210 mm;

T, = temperatura do meio para a altura de 140mm e

posigdo radial R (°C);

T. = temperatura do meio para a altura de 140mm e

posigdo radial zero (°C);

R = raio do reator = 46mm.

Tabela 4.52.Valores para os gradientes axial (G.x) e radial (G.q)
médios de temperatura dos experimentos C34, C35 e

C36

Experimento G.x (°C/mm) Grg (°C/mm)
C34 00,0073 00,0464
€35 0,019%0 0,0319
C36 0,0286 0,0429

O fato do gradiente radial para C34 ser 6 vezes maior que o
axial mostra que o sistema de controle de temperatura usado
propiciou uma grande influéncia do mecanismo de condug¢do. Para
C35 e C36, observam-se a diminuig¢do da contribuigdo da conducédo
e o aumento da convecgdo no processo de transferéncia de calor.
Para estes experimentos, os valores de G,q4 sdo menos que o dobro
de G.x. Esta influéncia que passou a ter a convecgdo também pode
ser notada pelo crescimento dos gradientes axiais destes dois

experimentos comparativamente com o de C34.

Os gradientes axiais apresentados na Tabela 4.52 sdo da
mesma ordem de grandeza do valor de 0,017°C/mm encontrado por
SAUCEDO-CASTANEDA et alii (1990); porém, o gradiente radial

medido por estes foi 0,5°C/mm, ou seja, superiores aos obtidos
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no presente trabalho. Tais valores mostram uma forte influéncia
da condug¢do radial no trabalho dos pesquisadores citados e um
equilibrio nos mecanismos de conducdo e conveccdo dos reatores
usados nesta tese. Ainda assim, para 0s experimentos
desenvolvidos, talvez em fungdo do pequeno didmetro do reator,
a remogao radial de calor por condugdo se mostrou importante. A
quebra de tal “equilibrio” citado, dando maior énfase a
convecgdo, seria alcangada com o aumento da aeracdo (VMM);
porém outras consequéncias, discutidas nos itens anteriores,

poderiam advir com esta mudanca.

A conseqiéncia direta do problema resultante da ndo remocdo
eficiente do calor gerado, pode ser notada pelos resultados
obtidos com o experimento C37. As condicbées para tal ensaio
foram idénticas aquelas de C36, ou seja, nenhum controle de
temperatura foi utilizado. A Tabela 4.53 apresenta os valores
para a atividade enzimatica, a produtividade, a umidade, o pH e
0s agucares redutores medidos durante esta fermentacdo. O
comportamento grafico de tais varidveis é mostrado na Figura
4.56. A atividade enzimatica maxima alcangada neste ensaio se
aproxima de 1200 IU/Jfareio. OS experimentos Cl6 e Cl7 (Figuras
4.28 e 4.29), conduzidos com a mesma aeracdo (60 ml../h/Queio) €
controle da temperatura, apresentaram as maiores atividades
como sendo de 1600 e 1700 IU/Qrarelor respectivamente, que
correspondem a um aumento na faixa de 30 a 40%, relativamente a
C37.

O maior valor obtido para a produtividade de C37 foi no
tempo de 70 horas de fermentacdo, com cerca de 15 IU/Qfare1o/h.
Cl6é e C17, por outro lado, apresentaram produtividades maximas
de 24 e 23 1IU/GQfarerio/h, para os tempos de 54 e 66 horas,
respectivamente. Esta elevacdo de 60% é conseqiiéncia da reducéao
do tempo de sintese da enzima e da maior atividade enzimatica
do meio, uma vez gque melhores condigdes de temperatura foram

fornecidas aos processos metabdlicos do fungo.
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Tabela 4.53.Valores para a atividade enzimdtica, produtividade,
umidade, pH e agucares redutores medidos durante o
experimento C37 (VMM=60 ml,./h/gpi,) = sem controle de

temperatura
te A P U pH A.R.
0 4,0 0,0 54,272 6,68 23
22 15,2 0,5 50, 60 6,70 67
34 35,8 0,9 53,15 6,71 107
46 93,7 2,0 54,84 6,70 131
58 465,77 8,0 55,85 6,31 116
70 1116,5 15,9 60,57 5,74 1.5
94 998, 7 10,6 58,72 6,39 16
118 1272,5 10,8 59,10 6,64 17

te(h); A( IU/gfarelo} ;i P (IU/h/gfarelo) ; U(%); A.R. (mgqlicose/gfarelo)

8 5 200 70
l%s
74 a
2 1= +
]l o >
b 6 -~ i
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1@ =)
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1600 -
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i )
©° 1200
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= =
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- g
< 800 a
S
=]
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Figura 4.56.Atividade enzimdtica, produtividade, umidade, pH e
aclicares redutores, em funcéo do tempo de
fermentacao, para e experimento 37 (VMM=60
ml.,/h/gueio) = sem controle de temperatura
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4.3.Caracterizacgdo cinética da amiloglicosidase (farelo

fermentado)

A caracterizacdo <cinética da amiloglicosidase Dbruta
extraida do farelo fermentado foi efetuada conforme o descrito
em 3.18. Foram conduzidos 22 ensaios, com analises em
duplicata, cujos resultados s&o apresentados e comentados a

seguir.

4.3.1.Influéncia da concentragdo de substrato na atividade

enzimdtica do farelo fermentado

A determinacdo da influéncia da concentracdo de substrato
sobre a atividade enzimatica (no caso, velocidade inicial) do
farelo fermentado foi realizada com extratos enzimaticos
diluidos de maneira que sua atividade, nas condigbes padrées
descritas em 3.7, estivesse préxima de 150 IU/Qfarero. Foram
efetuados 3 ensaios, sendo que a Tabela 4.54 e Figura 4.57
apresentam as velocidades iniciais medidas nestes experimentos

como funcdo da concentragdo inicial de amido.

Tabela 4.54.Valores para a velocidade inicial (V) da reagao
enzimatica em funcgdo da concentragcao de substrato
para os trés ensaios realizados.

amido Vi vV, Vs

(g/1) (pmol/min/grarero) (MmOl/min/grarerc) (Mmol/min/grareio)
1 34,07 35,63 30,29
2 49,66 54,78 51,00
3 67,25 64,36 65,92
4 68,14 72,82 71,04
5 74,38 74,82 75, 94
7 76,61 - 82,40
9 80,17 - -
10 81,51 94,87 89, 30
20 - 103,33 =
30 - 118,92 -
40 149,00 - 130, 94
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Figura 4.57.Velocidade inicial da reacdo enzimatica (V) em
funcdo da concentracdo de substrato para os trés
ensaios realizados

O tratamento destes dados experimentais de acordo com o
método de Lineweaver-Burk (V' x S™'), com a regressdo feita por

minimos quadrados, forneceu as seguintes equacdes:

1 1
Ensaio 1: — = 0,01917 g + 0,00997; r=0, 9935 (4.32)
) 1 1
Ensaio 2: ;F = 0,01968 E + 0,00857; r=0,9982 (4.33)
. 1 1
Ensaio 3: ;; = 0,02248 E + 0,00835; r=0, 9859 (4.34)
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A substituicdo destas equacdes na origindria do método,
1 _ Ky 11

V Vmax S me
Tabela 4.55, onde:

, fornece os valores para Ky e V. l1istados na

v o= Velocidade da reac¢do enzimatica;

S = Concentracdo de substrato;

Ry = Constante de Michaelis-Menten;

Vmax = Velocidade méxima da reagdo enzimatica.

Tabela 4.55.Valores para a constante de Michaelis-Menten (K. e
velocidade maxima (Vo) obtidos em cada ensailo

Ensaic En (g/l} Visax (HMOL/MIN/ Grarsio)
1 1,982 100,30
2 2,30 116,70
3 2,69 118,76

A comparaclo destes valores cinéticos com os encontrados na
pibliografia é de dificil prética, uma vez que ndo existe uma
uniformidade das condicdes de andlise. As enzimas 880
diferentes quanto a sua origem, grau de pureza e concentragdes
usadas. 0Os substratos sdo os mais variados possivels (amidos de
diversas origens, amido soluavel, amilose, amilopectina,
maltodextrinas, maltose,...), bem como suas concentracgbes e
tampées utilizados. As condigdes de tempo, temperatura e
determinacdo analitica do produto formado variam tanto guanto
as unidades enzimaticas empregadas para expressar QS
resultados.

Os resultados de Ky apresentados na Tabela 4.55, com valor
médio de 2,30+0,39 g/l, encontram~se préximos dos valores de
1,67 g/l (enzima livre) e 2,85 g¢g/1 (enzima Iimobilizada)
determinados por NEHETE et alii (1987) para a glicoamilase de
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Aspergillus awamori NRRL 3112, cujos ensalos analiticos foranm
conduzidos & temperatura de 50°C e 30 minutos de incubagao.
Valor semelhante (Ky=3,125 g/1} também foi encontrado por SUKARA
& DOELLE (1989) para a amiloglicosidase obtida de Rhizopus sp.
PRZYBYT & SUGIER ({1988), trabalhando com amiloglicesidase
comercial de Aspergillus niger e hidrélise de 15 minutos a 55°C
encontraram valores para Ky de 13,3 g/l quando a enzima se
encontrava livre e 30,5 g/l quando imobilizada em DEAE-
celulose, Também trabalhando com amiloglicosidase comercial de
Aspergillus niger, JACH & SUGIER (1983} obtiveram Ky = 0, 0406
g/1l. Na mesma linha de glicoamilase de Aspergillus niger,
S2AJANI et alii (1985) encontraram os valores de 7,0 e 14,0 g/l
para a constante de Michaelis-Menten usandoe a enzima livre e
imobilizada, respectivamente. FAGERSTROM & KALKKINEN (1995)
produziram glicoamilase de Trichoderma reesei recombinante e o
valor estimado de Ky para a enzima purificada foi de 0,11 g/1,
sendo gue, por comparagic de seqiiéncias de aminodcidos, a
enzima produzida mostrou somente 60% de identidade com a

glicocamilase de Aspergillus.

4.3.2. Influéncia do pR na atividade enzimatica

A determinacdo da influéncia do pH sobre a atividade
enzimadtica do farelo fermentade foi efetuada através de O
ensaios com extratos enzimaticos obtidos a partir de amostras
de diferentes fermentacdes. A Tabela 4.56 e a Figura 4.58
mostram as atividades medidas nestes experimentos come fungao
do pH do substrato. 0s resultados estdo exXpressos como
atividade relativa {(A;}, definida como:

Ay (%) = % 100 {(4,35)

Toa X
onde:
A = Atividade da amostra (IU/Jsarelo) !

Puax =Atividade méxima do ensaio (IU/dsarels) -
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Tabela 4.56.Valores para a atividade enzimdtica relativa (A,) em
funcdo do pH para os cinco ensaios realizados
pH Ar.-i {%} Ar-:i (%} Ar--.‘} (%) Ar*ﬁ (%) A:-—S {%) Ar—mé:lia (%j
3,6 67,2 80,1 88,5 92,3 86,8 82,77
4,0 85,72 82,3 ge,"7 86,6 85,3 88,4
4,2 88,3 84,4 83,3 - 892,13 92,84
4,4 100,0 84,8 95,6 104,0 28,3 96, &
4,6 36,6 160,40 100,0 - 100,0 100, 0
5,0 84,9 85,0 86,1 76,6 81,6 87,6
5,6 97,4 B8, 6 99,8 - 78,1 91,8
6,0 81,0 86,4 90,5 84,56 83,7 80,6
7,0 53,7 40,1 41,3 74,6 31,0 48,6
#,0 - 12,7 2.6 39,9 3,9 14,9
100 -
BO —
g -
g i
X 60
'3 J
“ -y
g )
. 40 -
B
1..} =
< .
20 -
i 2
O H [} 4 H 1
3 4 5 ) 7 g
DR

Figura 4.58.Atividade enzimdtica relativa em funcdo do pH para
0s c¢inco ensalos realizados
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Como pode ser observade na Figura 4.58, o pH étimo de
atuagdo da enzima fol 4,6. A reducdo do pH para 3,6 ou aumento
para 5,0 ainda manteve ativa cerca de 85% da atividade; porém,
percebeu-se em todas as determinagdes um crescimento da
atividade para aproximadamente 92% (média) quando o pH foi
elevado para 5,6, mostrando um segundo pico de atividade que
decresce acentuadamente com o aumento do pH.

O surgimento destes dois picos pode ser explicado pela
existéncia de, pelo menos, duas iso-enzimas de amiloglicosidase
de Aspergillus niger, conforme mencionado por KILIKIAN (13989),
RAMASESH et alii (19%82), FOGARTY & BENSON (1983). FUTATSUGI et
alii  (1993) purificaram duas formas de glicoamilase de
Saccharomycopsis fibuligera com pesos moleculares de 55.000 e
57.000 Da, ao que corresponderam valores de pH 64timos de 4,5 e
5, respectivamente. RAMASESH et alii (1982) isclaram 2 iso-
enzimas de amiloglicosidase de Aspergillus niger e determinaram
come pH  Stimos 3,5 e 4,7; porém, tais wvalores estdo,
provavelmente, relacionados aos pesos moleculares destas
fragles que, segundo KILIKIAN (1989%9), podem variar de 60.000
até 290,000 Da. JACH & SUGIER (1983) encontraram maximos de
atividade para os pH 3,5 e 4,5.

Por outro lado, diversos artigos {FAGERSTRON &
KALKKINEN,1935; SCHAFHAUSER & STORY,1993; YAJIMA et alii,1989%9;
SZAJANI et alii,1985) apresentam um tnico valor para o pH &6timo

da amiloglicosidase, variande de 4,0 a 5,6.

4.3.3.Influéncia da temperatura na atividade enzimatica

Para determinar a influéncia da temperatura sobre a
atividade enzimatica do farelo fermentado foram realizados 3
ensaios com extratos enzimdticos obtidos a partir de amostras
de diferentes fermentagbes. A Tabela 4.57 e a Figura 4.59
mostram as atividades medidas nestes experimentos como funcéo
da temperatura de incubacgdo da mistura amido/extrato
enzimdtico. Os resultados estdo expressos como atividade
relativa { % ).
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rTabela 4.57.Valores para a atividade enzimética relativa (A;) em
fungfo da temperatura para os trés ensaios

realizados
T {°C) A,y (%) Brp (%} B,z (%) Bromedia (3)
30 47,3 47,0 60,5 55,4
40 64,6 68,8 54,2 a67,1
50 71,5 85,7 85,7 80,5
55 100,0 100,08 79,6 100,40
&0 77,7 79,2 100,00 21,8
65 43,8 60,3 47,1 H4,1
70 3G,4 54,0 42,2 45,3
75 - 29,0 30,2 31,8
100 S
80 —
g -
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P i
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5
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Figura 4.59.Atividade enzimatica relativa em fungdo da
temperatura para o5 trés ensaios realizados
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De acordo com © apresentado na Figura 4.59, a temperatura
Stima para a atividade enzimadtica do farelo fermentado fol 55°C.
Tal wvalor se meostra préximo dos encontrados por diversos
autores. SCHAFHAUSER & STORY (1983) determinaram ¢ valor para a
temperatura otima como estando entre 55 e 70°C, enguanto gque
SUKARA & DOELLE (1989%9) encontraram a faixa ideal de 55 a 60°C.
YAJIMA et alii {1989) e SZAJANI et alii {(1985) obtiveram
atividade maxima a 60°. Como mostrado na Tabela 4.57, as
temperaturas de 50 e 60°C também apresentaram valores elevados
na atividade (91% relativamente & temperatura de 55°C), gue
diminuiu de forma marcante gquando se trabalhou em outras
temperaturas. B 70°C, a atividade corresponde a 45,3% do valor
maxime, © gue difere do reglstrado por HAASUM et alii (1981},
FAGERSTROM & KALKKINEN (1995) e JACH & SUGIER ({1983) que
determinaram esta temperatura como a de atividade maxima.

4.3.4.Estabilidade térmica da enzima

No levantamento da estabilidade térmica da enzima ndo
purificada foram realizados 9 ensaios com extratos enzimaticos
obtidos a partir de amostras de diferentes fermentagdes. As
Tabelas 4.58 a 4.61 e a Figura 4.60 mostram as atividades
medidas nestes eyperimentos come fungdc da temperatura e do
tempo de pré-~incubagdo do extrato enzimdtico. Os resultados

eatdo expressos comp atividade relativa (% ).

Tabela 4.58.Valores para a atividade enzimatica relativa (A,) em
fungédo do tempo de pré-incubagdc na temperatura de
40°C

t {(h) Acrgo (%)
100,0
94,5
95,4
99,7
93,6
82,4

o W by D
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Tabhela 4.59.Valores para a atividade enzimatica relativa {(A,) em
funcido do tempo de pré-incubagdoc na temperatura de
50°C para os trés ensalos realizados

t (h} Arsg.r (%) Arsg-z (%) Bynp-3 (%) Arso-media (5)

0 104,90 100,0 100,0 100,0
1 82,5 80,2 92,2 88,3
2 96,6 62,1 85,3 81,3
3 27,0 79,1 78,9 61,7
4 64,0 60,1 78,1 67,4
5 64,5 54,8 76,8 65,4

Tabela 4.60.Valores para a atividade enzimatica relativa (&) em
funcéoc do tempce de pré-incubacdo na temperatura de
60°C para os trés ensaios realizados

t Brso-1 (%) Breoez (%) Breo-s (%) Arso-media (%)
0 100,0 100,0 100,0 100,06
1 22,6 42,0 24,6 29,7
Z 16,8 27,2 3,2 15,8
3 6,9 28,5 9,1 14,8
4 5,71 28,8 8,1 14,2
5 15,6 25,5 1,8 14,3

Tabela 4.61.Valores para a atividade enzimadtica relativa (A:) em
funcdo do tempo de pré-incubacdo na temperatura de
70°C para os dois ensaios realizados

t Brro-1 (%) Aryoez (%) Arro-msaia (%)
0 100,0 100, 0 100,0

1 1,8 0,0 1,0

2 0,7 0,0 0,4

3 0,1 6,8 3,4

4 0,1 5,5 28

5 0,6 1,3 0,9
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Figura 4.60.Atividade enzimética relativa média em fungdo do
tempo de pré-incubac¢do nas temperaturas de 40, 50,
60 e T0°C.

Analisando o©s resultados apresentados nas Tabelas 4.58 a
4.61 & na Figura 4,60 percebe-se que a atividade enzimatica do
farelo fermentado se manteve quase gue lnalterada apds S5 horas
na temperatura de 40°C, A estabilidade a 50°C também se mostrou
adequada, j& gue, apds 2 horas nesta temperatura, 80% da
atividade inicial foram preservadas. A manutengdo por um longo
pericdo de tempo da atividade enzimatica a 50°C representa um
fato importante, uma vez que se enconfra na regido determinada
como de temperatura Stima para a atividade, conforme 4.3.3. Por
outro lado, a permanédncia de 1 hora a 60 e 70°C fol suficiente
para inativar cerca de 70 e 95%, respectivamente, da atividade

enzimatica do farelo.
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4. Reasultados e Discussdn

Da mesma forma que os valores agui encontrados, JACH &
SUGIER {1983) e FOGARTY & BENSON (1983) registraram alta
estabilidade da enzima pura em temperaturas asbaixo de 55°C. A
amiloglicosidase de Rhizopus niveus com que trabalharam YAJIMA
et alii (1989%) mostrou-se altamente instavel, uma vez gue Leve
perda completa da atividade guando mantida por 10 minutos a
60°C., Também quanto & estabilidade, ALAZARD & RAIMBAULT (citados
por FOGARTY & BENSON,1983) afirmaram ser a amiloglicosidase de
Aspergillus niger sintetizada em fermentaglc semi-sdlida
significativamente mais termoestavel que aquela produzida pelo
mesme fungo em cultivo liquido.

A representacio da Figura 4.60 na forma de log A/RA; contra
tempo (Figura 4.61) mostra que entre 0 e 2 horas existe uma
razoavel linearidade, ou seja, a desativagdo (ou desnaturagao)
térmica da enzima pode ser aproximada de um modelo cinético de

primeira ordem, expresso por (DIXON et alii,1979):

%’A{:"de‘ (4.36)
ou,
i - o Kat (4.37)
onde:
A = Atividade enzimética no tempo “t7 {(IU/Gfareis) s
A, = Atividade enzimédtica inicial {(IU/@rareio)?
K. = Constante de desnaturagio {ou desativagdo)

térmica da enzima;

+ = Tempo de medida da atividade (h).
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Figura 4.61.Atividade enzimdtica relativa média em funglo do
tempo de pré-incubagdo nas temperaturas de 40, 50,
60 e 70°C, em escala semi-logaritmica.

Assumindo gue a forma geral da Eguacgdo de Arrhenius (BAILEY

=

& OLLIS,1986) possa ser adaptada & desativagdo térmica da
enzima, a wvariacdo de Ks com relacgdo a temperatura assume a

seguinte expressio:
Ky = KewEd/R.T (4,38)
onde:
K = Fator de fregiéncia ou de proporcionalidade;
Es = Energia de desatlvacgdo térmica;
R = Constante dos gases ideais (1,98 cal/gmol.K);

T = Temperatura absocluta (K).

176



4.Resultados & Discusséo

A partir da Equagdo 4.37 também é possivel calcular ¢ tempo
de meia vida (ti,}, definido como o tempo necessdrio para que a

atividade enzimaética inicial seija reduzida & metade:

n "“ln 0;5
ti/z2 = = (4.39)
Kg

& Tabela 4.62 apresenta os valores de Ksa para as
temperaturas utilizadas, og coeficientes de correlacio {(r) para
a regressido exponencial da Equacdo 4.37, bem como o8 tempos de
meia vida para a enzima em cada condicgdoc.

Tabela 4.62.Valores para a constante de desativacgdo térmica
{Rg); tempo de meia vida (tin) da enzima; e
coeficiente de correlacdo {r) da regressio
exponencial para cada temperatura de pré-incubagio

T (°C) Ky (h™) r tiz {(h)
40 0,029%4 0,9836 23,6
50 0,1418 0,9990 4,9
60 0,9655 0,9898 0,7
70 2,3153 0, 8694 0,3

A regressdo exponencial dos valores de Ky apresentados na
Tabela 4.62 com relacdo a T%, de acorde com a Equacido 4.38,
fornece o valor de 31,98 Kcal/gmol para a energia de
desativacdo {By] da enzima, & a seguinte expressio para a

variacao de Ka:

K, (b)) = 8,0478x10%°. e 53/ T ; ro0, 9929 (4.40)

Os valores para © tempo de meia vida apresentados na Tabela
4.62 corrcoboram a anteriormente comentada boa estabilidade da
atividade enzimédtica do farelo nas temperaturas de 40 e 50°C e a
gqueda acentuada a partir de 60°C. O resultado para a energila de

desativacdo (31,98 Kcal/gmel) praticamente coincide com o valor
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de 28,90 Kcal/gmol encontrade por CABRAL ef alii {citado por
ZANIN, 1989) .

4.3.5.Egtabilidade da enzima com o pH

No procedimento adotado para determinar a estabilidade da
enzima ndc purificada frente ac pH foram realizados 2 ensalos
com extrateos enzimaticos obtidos a partir de amostras de
diferentes fermentacdes. A Tabela 4.63 e a Figura 4.62 mostram
as atividades medidas nestes experimentos como fungdc do pH de
pré-incubacdo do extrato enzimdtice. ©Os resultados estdo
expressos como atividade relativa (% ).

Tabela 4.63.Valores para a atividade enzimdtica relativa (A;) em
funcdo do pH de pré-incubacldo para os dois ensaios

realizados
pH Ay (%) Ben (%) Agepedia (3)
3,6 62,0 68,2 65,1
4,0 83,9 - 83,9
4,2 - 80,2 80,2
4,4 106,0 100,0 100,0
4,6 77,7 - 77,7
5,0 35,1 32,6 33,9
&, 0 13,2 32,6 22,9
7,0 24,7 - 24,7
8,0 27,7 - 27,7

Como notado na Tabela 4.63 e na Figura 4.872, fol no pH 4.4
gue o farelo fermentado apresentou maior atividade apos
incubagdo a €0°C por 24 horas. Para valcores de pH proximos a
este (4,0 a 4,6), a atividade se manteve alta, cerca de 80% do
valor maximo. Porém, para valores de pH acima de 5,0 somente
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Figura 4.62.Atividade enzimética relativa média em fungidoc do pH
de pré-incubagdo

30% da atividade se manteve inalterada apdés O periodo
mencionado. Resultado semelhante fol obtidoe para a glicoamilase
de Aspergillus niger por SZAJANI et alii  (19853), que
encontraram como pH 6timo para a estabilidade o0s valores
compreendidos entre 3,3 e 4,0. FOGARTY et alii (1883) também
encontraram a maxima estabilidade no pH 4,0; sendo qgue no pH
7,0 ainda restavam 90% da atividade. RAMASESH et alii (1982}
observaram alta estabilidade da fragéo amileoglicosidase I de
Aspergillus niger na faixa de pH entre 3,0 e 5,0; porém, a
fracdc amiloglicosidase II mostrou-se pouco estavel neste
intervalo, preservando 100% de atividade residual somente nos
pH 1,0 e 2,0,
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4.4.Condutividade térmica do meio

Para a determinacdc da cbndutividade térmica do meio
egscolheram-gse 4 ensalos (£15, €28, €29 e (C33), conduzidos de
maneiras diferentes. Com isto pode-se também estudar a
influéncia exercida pela densidade aparente, a umlidade do meio
e o tempo de fermentacdc sobre tal propriedade fisica. A
condutividade teérmica medida, bem come 03 valores para as
varidveis anteriormente mencionadas sdo listados na Tabela
4.64.

Tabela 4.64.Valores para a condutividade térmica (k}, densidade
aparente (d..}, umidade do meio (U} e tempo de
fermentacdo {te).

Amostra k ap y tr
(W/m/7C) (g/1) (%} {h)

1 0,3219 6l1 53,17 o
2 0,3053 611 53,17 g
3 00,1808 611 53,17 0
4 g,2732 611 53,17 g
5 0,24862 611 853,17 o
) 0,629 611 59,09 46
7 0,7142 61l 59,09 46
B 0.5420 811 59,08 48
g ,4802 &1l 59,47 58
1a 0,5254 611 59,47 58
11 0,3619 611 59,47 58
12 04,5733 1l 548,47 54
13 0,314% 611 80, 31 7a
14 0,37086 611 60,31 70
15 0,2793 611 60, 31 10
14 60,3018 611 6,31 740
17 b, 5576 6ll 61,14 94
18 0,6124 6l1 61,14 94
18 60,4271 611 61,14 94
20 0,.5272 611 62,38 118
21 0,6411 611 62,39 1le
22 03,4245 611 62,38 lig
23 0, 9100 224 5%, 20 Y
24 0,9387 924 55,20 G
25 1, 4580 9z4 53,59 2z
26 0,595% 524 53,59 22
27 G,8412 924 54,13 34
28 1,5720 524 56,13 34
29 2,127%0 524 56,13 34
30 1,6538 924 57,62 46
31 1,2344 924 57,62 45
3z 1,1100 924 57, 62 46
33 2,4924 924 62,42 70
34 2, 40159 924 62,42 70
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Tsbela 4.64.continuagdo

4. Rasultados e Discussio

Amostra k dap u ts
{(W/m/°C) (g/1) (%) {h}
35 2,6551 924 62,42 70
36 1,7912 424 55,58 118
37 1,6598 924 58,58 118
38 0,8943 924 55,58 118
3% 0,2192 489 54,19 0
40 0,2114 499 54,19 0
41 0,194% 49% 54,19 a
42 0,3454 459 55, 40 22
43 0,4567 499 55,40 22
14 0,3471 499 55,40 22
45 0,3549 499 53,45 34
46 0,2775 459 53,4% 34
47 0,3410 4%9 53,45 34
48 0,2679 499 57, 65 46
49 0,4445 498 57,65 46
50 0, 3254 499 57,65 46
51 0,3671 499 59, 90 S8
52 0,3080 459 59,90 58
53 0,3741 499 59,90 58
54 0,4819 4199 59,90 58
55 0,8038 499 57,58 70
56 06,5724 459 £7,58 70
57 0, 3662 449 57,58 70
%9 06,2775 499 56,45 94
59 0,5272 499 56,45 94
60 0,3019 489 56,45 94
61 0,4237 499 $8,06 118
62 0,4176 493 58,06 118
63 0,4263 499 88,06 118
54 0,4124 499 58,06 118
&5 0,4872 875 52,63 4]
66 g,3480 575 52,63 0
67 ¢,4828 575 52,63 0
68 60,5359 575 52,63 0
69 0, 4558 %75 53,63 22
70 0,3280 575 53,63 22
71 0,3906 575 53,63 22
72 0,6751 575 56,78 34
73 56,8778 575 56,78 34
74 0, 6220 575 56,78 34
75 06,7107 575 56,78 34
7% 0,5663 575 53,06 1%
77 $,5133 575 53,06 4%
78 0,8360 575 53,06 46
79 0, 6951 575 53,06 46
80 0,4184 575 57,32 54
81 D, 8578 575 57,32 64
8z 0,0908 §75 57,32 64
83 0,3602 575 57,32 64
84 0,2418 575 57,32 64
85 0,1166 578 39,71 118
86 0,1844 575 39,71 118
87 0,2288 575 39,71 118
88 0,1879 575 39,71 118
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A correlagdo das variaveis fol realizada a partir destes
dados (Tabela 4.64). 0O nivel de confianga inicialmente usado
para a previsdo dos modelos foi de 95%.

Inicioyu~se com uma regressio linear multivariadas,
verificando as correla¢bes parciais entre as varidvels e a
condutividade, ou seja, & contribuicdo individual de cada
variadvel independente (d.,, U e t() sobre a predigldo da variavel
dependente (k). Para esta analise, a condutividade térmica
mostrou-se altamente correlacionada com a densidade de meio e
em mencr escala com a umidade. A correlagdc com o tempo de
fermentacdo fol baixa. O modelo linear obtido apresentou um
coeficiente de correlagdo miltipla (R} igual a 0,8123.

Na tentativa de obter um modelo de melhor correlagédo,
utilizou-se a regressfo multivariada ndc linear. 0s dados foram
trabalhados com equacdes pelinomiails, gxponenciais, de
poténcias e logaritmicas, sendo, novamente, gue as melhores
correlacgdes de k foram com dy e U. O modelo gue melhor
descreveu o comportamento da condutividade térmica foi o
seguinte:

k = 475080 + 0,0115%d,, + 01295%U - 60737* In{d,,) ~ 55555% 1In U)
{4.41)

onde k €& dado em W/m/°C, com da, & U expressos em g/l e %,
respectivamente. A Equacdo 4.41 foi obtida utilizando-se os 74
resultados de melhor correlacdo da Tabela 4.64. O wvalor
calculado para o coeficiente de correlacdo maltipla (R) foil de
0,8496, engquanto gue o Quadro 4.10 apresenta a analise de
varilncia para este modelo. A comparacgdo do valor calculado
para F, com o valor tabelado, mostra gue o modelo ajustado para
explicar a variacgdc de k com d., € U & significative a um nivel
de confianca acima de 29%%, ou seja, bem acima dos 95%

gstipulados inicialmente.
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Quadro 4.10.Analise de variancia do modelo obtido para a
condutividade térmica

Fon?e ge Soma_ Qraus de Médig Teste F
Variacao Quadratica Liberdade | Quadratica
Modelo 16,0564 4 4,0141 43,17
Desvios 6,4167 69 0,09830 _
Total 22,4731 13 - _—

Valor de F tabelado:F (g, 6 99;4;69)=13,64

A Figura 4.63 mostra o efeito de d,, e U sobre a
condutividade térmica, onde se percebe o grande acréscimo
sofrido por k com o aumento da densidade do meio. Nota-se
também que a elevagdo de k com o aumento da umidade do meio se

dé& de uma maneira bem menos acentuada.

o ww R
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Figura 4.63.Variagdo da condutividade térmica (k) com a
densidade aparente (d,,) e a umidade (U) do meio.
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A aquisicdo dos dados de tempo e temperatura via computador
{e ndo manual como realizado neste trabalho) certamente levaria
a erros de medidas bem menocres e um coeficiente de correlacgioc

maior,

Na literatura pesgquisada ndo fol encontrado gualguer estudo
referente 4 condutividade térmica de melics semi-sélidos
fermentados. 05 valores aqui determinados para a condutividade
sdo superiores aos encontrados para farinhas de cereais. A
caulgsa mais provadvel para isto deve ser a alta concentracdo de
umidade (comparado as farinhas), a baixa porosidade do meio e ©

crescimento do microrganismo.

Diversos autores (MURR,1992; LOPES FILHOQ,1988; SWEAT,1986;
LOZANO et alii,1979) tém correlacionado a condutividade térmica
de vaArios materiais com o conteudo de umidade. HALLIDAY et alii
{1995} estudaram o efeitc da temperatura e da umidade na
condutividade térmica de farinha de milho e grénulos de batata
de diferentes densidades e werificaram que, para o milho, =a
densidade tinha pouca influéncia ne valor final da
condutividade, que wvariou entre 0,1 e 0,4 W/m/°C. Os valores
para a condutividade dos gradnulos de batata mostraram maior
dependéncia com a densidade; porém, para nenhum dos dois
materiais foi apresentada uma correla¢do matemAtica. SWEAT
{(1986), citando outres autores, mostra a variacgdo da
condutividade com a densidade e a umidade para as farinhas de
trigo e de soja. Para esta Ultima a umidade fol o fator mais
importante, sendo que o0s valores de k encontraram-se entre 0,09
e 0,50 W/m/°C.
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5.CONCLUSOES

Das fermentagdes em embalagens flexivels de polipropileno,
pbde~se concluir que:

~Com a utilizacéc do planeijamento experimental obtiveram-se
valores crescentes para a atividade enzimatica e a
produtividade; porém, o5 valores méximos para estas
respostas  s3¢ encontradeos em condigdes operacionails
diferentes. Para a atividade enzimatica os valores
otimizados foram: T = 30°C, U = 50%, C = 15%, t; = 159,14
horas e X = 2,7x10° esporos/Umeie, e um tempo de
esterilizacdo mencr que 50,7 minutos. Por sua vez, as
melhores condicdes encontradas para a produtividade do
processc foram: T = 30°C, U = 50%, C = 15%, te¢= 60,5 h, X
= §,9%x10° esporos/guei. & t. menor que 45 minutos.

-5 atividade de amiloglicosidase do farelo fingico, obtido
segunde as condigdes e varidvels descritas neste trabalho,
pode ser prevista pelo seguinte modelo:

A = ~-2354,65 + 29,83.t¢ + 5,23x1074.X + 0,63.t,
- 0,06.tg2 - 2,40x1073 %2 + 0,28.1,.2
- 1,49x107% .ty X - 0,13.tf.ts - 3,02x1076 % . t,.

-0 modelo que expressa os valores para a produtividade
deste processo € o seguinte:
P o= -15,60 + 0,21.tf + 4,40x10°6.%X + 0,02.t¢
- 4,51x1074.tg% ~ 1,82x10733,x% + 2,30x1073 .52
~ 1,46x1078 ,tg, X - 1,21x1073 .t te ~ 2,22x1078 Xty

Com relacdo aces resultados obtidos para as fermentacdes em
reatores de coluna, concluiun-se que:

-0 aumento da aeracdo de 0 a 40 ml,./h/0mei. eXerce efeito
positivo, tanto sobre a atividade enzimdtica, guanto sobre

a produtividade do Processa, sendo que a faixa
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compreendida entre 40 e 90 ml../h/Quei. NAC acarreta um
aumento expressive nos valores finais das duas respostas
estudadas. A partir de 100 ml,./N/Uwesio, 8 aeracgdo atua de
forma negativa na sintese enzimatica. O valor de 60
Mlar/N/Omio Fol suficiente para uma boa oxigenagdo do meio
e otimo para a producdo da enzima.

-Na auséncia de aeracdo, os modelos de 2° ordem, propostos
para predizerem a atividade enzimadtica do meiloc e a
produtividade do processce fermentativo usando embalagens
de polipropileno, sdo aplicaveils a reatores de coluna com

leiteo fixo.

-A atividade enzimatica do farelo, utilizando-se © reator
de coluna proposto, atingiu um mdximo de 1700 IU/Qpeio.
Isto representa um aumento superior a 100% sobre os
valores obtidos nos processos conduzidos em embalagens de
polipropilenc (807,55 IU/Gneio). Para a produtividade do
processe, o© acréscime alcangade foi cerca de 260%. Os
melhores valores encontrados foram de 25,6 e 7,1
IU/Gmeio/ N, respectivamente,

-No intervalc compreendido entre 586 e 858 g/l, a densidade
aparente do meio mostrou ndoc fter influéncia sobre a
atividade enzimatica e a produtividade. Valores fora desta

faixa influenciaram negativamente.

~-A aeracdc nio se mostrou suficiente para a remogdo do
calor metabdlico gerade durante o© presente processo
fermentativo, sendo necessario um sistema adicional de
controle e manutencdc da temperatura do melo.

-0s reatores utilizados apresentaram um maior gradiente
radial do gque axial da temperatura, e a troca de calor se
realizou de duas maneiras diferentes: radialmente a
contribuicdo maior para ¢ fluxo de calor foi dada pelo
mecanismo de conducdo e na direcgdoc axial pela convecgdo.
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A partir dos experimentos para caracterizacdo cinética e
determinacio da condutividade térmica do farelo fermentado,
tiraram—-se as seguintes conclusdes:

~0s ensalos cinéticos mostraram os valores 2,30 * 0,39 g/l
para a Constante de Michaelis-Menten (Ky) da enzima ndo
purificada e 112,25 £ 10,46 umol/min/gracels para a
velocidade méxima (Vi) . O3 valores otimos de temperatura
e pH foram, respectivamente, de 55°C e 4,6. Nos testes de
estabilidade o pH 4,4 se mostrou © mais indicado. O valor
calculado para a energia de desativagdco enzimdtica foi de
31,98 Keal/gmol, enguanto gue a constante de desativagdo
térmica & dada pela seguinte expressfo: Ky (h™')y =
8,0478x10%0 718193/

-3 condutividade térmica do meio semi-sdélide fermentado é
funcdo direta da densidade aparente e da umidade do meic.
A analise de 88 medigbes indica que o modelo matemdtico
que melhor descreve o comportamento da condutividade
térmica com estas varidveis é o seguinte:

k = 4%50804—0@115*d3p-kOJ295*U'-6ﬁ737*1nK%p)* 555855 In{h
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6. SUGESTOES PARA FUTUROS TRABALHOS

como a idéia inicial do presente trabalho era de
contribuir para ¢ desenvolvimento da fermentacdo semi~sélida,
sugere-se, para a continuidade deste estudo, as seguintes
possibilidades de pesquisa:

—estudar a influéncia da variac@o da VMM na temperatura do

melio;

-estudar a influéncia altura do leito fixo na atividade
enzimaticas

—estudar o efeito que a concentragdo de casca tem sobre ©
valor da densidade méxima possivel de ser utilizada nos

fermentadores de coluna;

—encontrar um modelo gue descreva e simule a atividade

enzimatica e a produtividade para os reatores de coluna;
~estudar o aumento de escala dos fermentadores de coluna;

~astudar e modelar os mecanismos de troca térmica nos

fermentadores de maiocr escala;
—estudar as possibilidades de aumento de escala do indculo;

~estudar a viabilidade da construgic de um fermentador de

coluna com secador acoplado;

~testar novos substratos para os fermentadores de coluna.
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