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RESUMO

Foi estudada a producac de penicilinamidahidrolase (PAH)

por fermentagao com u%chGXlChla coli ATCC 9637, em fermentadores

de laboratdrio, banco e piloto. No meio de fermentagao empregads,
baseado em agua de maceragao de milho, a cinética de crescimento

apresenta duas fases exponeéncials sucessivas. A mudanga de uma a
outra & p:oﬁocada pela limitacao de oxigBnio dissolvide.

A programacdc do incremento da taxa de transferdncia de o
¥igénio em funcdo do tempo controla a duracio relativa de  ambas
as fases. A velocidade especifica de crescimento no primeiro pe
riodo (u;) foi bem maior gue no segunde {u;;). A produgdo de PAH
segue uma cindtica exponenéiai, ficando associada @ao crescimento
celular e sendo maior gquanto menor o valor de Hyge

Quando p tende a uymax. nao se tem o achmulo de enzima .
" 8ao condigoes necessérias para a prmdugﬁo de PAH a adicao de aci-
do fenilacetico como indutor e a ‘manutencac da cancentragao de o-
. xigénio dlSSQlVldO a valores muito baixos. '

_ F01 desenvolvide um modelo cinético rara a praducdo de
FAH, baseado nas varifveis mencionadas.

& fermentacgac fol ampliada de escala de um fermentador
banco com 10 litros de meic ate um fermentador piloto com 15 a 20
vezes este volume de meio de fermentacao. Entre ambas unidades
nfic se manteve similaridade geomdtrica.

O criterio seguido na ampliagdoc da escala fol a de manter
as velocidades tangenciais no agitador na mesma ordem para o mode
1o e o protdtipo, a porcentagem da tensao de oxigénio dissolvido
proxima de zero, ajustando a taxa de transferdncia de oxigenio
mixima e o coeficiente volumétrico de transferéncia de massa

(kla)‘mediante a taxa de aeracao. De uma andlise dos resultados
cbtidos experimentalmente concluiu-se gue (kla} ou a area intérfi
cial {a) podem secr descritos mediante as correlagaes de Yoshida

para k.a ou de Calderbank para a, desde que seja substituldo nas

1
mesmas a velocidade de aeragac assoclada com a secgac transver -

sal do fermentador (Vs) pela velocidade de aeracio associada com



a secgao total dos orificios do distribuidor. Os rendimentos de
PAH foram da mesma oXdem em escala banco & piloto.



SUMMARY

Penicillinamidohivdrolase (PAH) production by Escherichia

coli ATCC 8637 was studloﬁ in laboratory, hench and pilot =zecale
fermentors. Using a culture medium based on corn steep liquor, it
was shown that kinetics of growth has two succesive exponential
phases. The shift from one to the other is caused Ey limitation
of dissolved oxvgen.

The relative length of those phases can be controlled by
proqrammlrg the increment of oxygen transfer rate with time. The
'up331£1r growth rate during the first perviod is larger than the
second period. PAH production follows ewxponential kinetics and
it is assoclated with cell growth being larger if the second
growth phase shows the slower rate {MII

Uhen the uII value approaches thé ymax no enzyme accumu -
lJation was observed,

The conditions reguired for PAH production were the addi~
tion of phenylacetic acid as inducer and the maintenance of
dissolved ox?gen concentration at.very low level.

A kinetic model for the production of PAH was developed
baged on the variables above mentioned. Fermgntatlon was scaled-
up from a bhench fermentor with ten liters of medium to a fermen ~
tor with 15-20 times larger volume. Geometric similarity was not
maintained between those units. o

' The criteria followed for scaling-up were to maintain a
Bimilar peripheral velocity at the tip of the impeller between
model and prototype,and the percent of dissolved oxygen tension
néar-zero} Adjustment of the maximum oxygen transfer rate and
volumetric mass transfer coefficient {kla} wasg acomplished by
changing air rate.

It was concluded, from experimeﬁtal data,that.(kla)or the
Cinterfacial area {a) can be described by the correlation of
Yoshida for k,a or Calderbank for s, if the surface air velocity
at the cross section of the fermentor {Vs) is replaced by air
velocity at the total area of holes in the sparger. VYield of PaH
obtained in bench and pilot scale fermentor was the same.



. I - INTRODUGAD

A Bioengenharia tem entre suas atribuicdes a execugac, a
nivel industrial, dos processos fermentativos e bioguimicos.A apli
vagao doz fenlmencs de transporte, processos e operagdes unitiri-
as, bem como outras disciplinas de engenharia, permite o estabale
cimento de indistrias de Fermentacio e Bioguimica.

O conhecimento cientifico e tecnoldgico neste setor acha-
ge pouco desenvolvido, com excecao das indistrias tradiciocnais
como a de fermentagac alefolica,fabricagio de levedo e outros ali
mentos. As indistrias de fermentagfo,cujo produte final & um me
tabolito ou uma enzima, tem sido 1nstalad&@ no Brasil importando~
se nao somente o8 eculpamentos de preducdo, mas tambmm o conheci-
mento tecnoldgico para operacgdo das unidades. Dal a necessidade
prioritaria de concentrar esforcos no ensino e desenvolvimento da
pesquisa pura e aplicada, a fim de complementar os estudos biogui
micos e microhicldgicos com a ﬁecnologia para implantacao de uni-
dades de produrdo, no corraspondente setor 1ndustr1d1¢

Cs efeztos desta dependénecia tecnoldgica tem sido eviden-—
tes no setor de produgao de matérias primas para a Indiistria Fax
nacéutica. Soma-se a esta dependéncia a perda de uma guantia in
portante de divisas por importacdes de produtos quimicos.

| Uma das matrias primas gue tem recebido maior atencac &
© acido 6-aminopenicillnico (6-APA)( %8), produto bfisico para a -
fabricagao de antibidticos semizintdticos (44 ). Estes sfo deri-
vados .da penicilina sintetizados quimicamente a partir da molécu
la de 6-APA. 8e diferenciam da penicilina G, biossintética, pela
substituicdo do radical fenilacetilo por outros radicais. Isto
lhes confere propriedades muito interessantes sob o ponto de vis~
ta terapéutico, tais como:

- malor espectro de agac e maior especificidade céntracgg
tos microrganisnmos.

- maior estabilidade frente A hidrdlise do anel lactama
devido a suﬁétituigga do fenilacetilo por outros radicais mais

protetores, permitinde gue sejam ministrados oralmente.



O 6-APA & obtido pela hidrdlise da ligagdo amidica das pe
‘nicilinas hiosgintéticas G ou v, obtendo~se também comoc produotos
de reagdo Acido fenilacdtico,quande se emprega penicilina ¢ ou
f&n&xiacgtica,quan&o se emprega a penicilina v.

Atualmente, o méteds mais empregado para a cbtencdo de
6§ APA & a hidrdlise da penicilina G, feita em condicGes controla~
das pela enzima penicilinemidahidrolase (E.C. 3.5.1.11.), inici-
almente denominada penicilinacilase ou paﬁicilinamidasen Esta en
eima pode ser obtida de fontes {58) como ceélulas de rim e teci -
dos de plantas, porém a gue apresenta interesse industrial & . a
sintese por microrganismos. Diversos fungos, leveduras e bactd ~
rias tem sido citados na literatura {25) como possuidores da atl
vidade de penicllinamidahidrolase no meio de fermentagao ou  nas
células. & Escherichia coli & um destes microrganismos, tendo sl

do empregada industrialmente na produgas da enzima, {16).
O presente trabalho fol desenvolvido exclusivaments com

‘Escherichia coli e abrange especificamente o estudo da fermenta ~
CRO, para producio de cBlulas contendo a enzima. Este processo
fermentativo foi analisado do ponto de vista da Bicengenharia,uti
lizando~se 2 escalas de fermantag§o£ de laboratdrio,de banco e de
planta piloto. Os resultados obtidos foram comparados Com oS  mo
delos propostos por diversos autores dedicados a esse ramo.



REVISED BIBLIOCRAFICA

Fermentacgéo submersa de Bscherichia Coli, para produgio

¢

de penicilinemidahidrolase (PAH)

©

-

Ruang & colaboradores {19683(2f} pesguisaram a  atividade

-

da enzima penicilinamidahidrolase (PAH) em espécies dos géneros :

Escherichia, Bordetella, Alcaligenes, Micrococcous,Pseudononas e

Rolinson e colaboradores (1960) {45} distinguiram dois i~
pos de atividade enzimidtica: aguela apresentada por especies de ag
tinomicetes e fungos filamentosos, cujo resultado & uma hidrdlise
Irépida da penicilina V e lenta da p@ﬁiaiiina G e a manifestada por
bactérias dos génerps Escherichia e Alcaligenss, gue hidrolizam ra

pidamente a penicilina G, porém & ineficientes sobre a penicilina V.

No ‘génerc Escherichia, 08 autores demonstraram gue a ati-

vidade enzimdtica encontra-se nas cd&lulas e ndc no meio de cultura,
Estabeleceram também gque o pH otimo de atmvmdada da enzima estava
entre 7,5-8,5 e a temp@ratura era de 42° C.

Levitov e colaboradores (1960} (29) estudaram o efeito es
timulador & produgSo de enzima pela aclo de indutores em  calulas
de E. goli, cultivadas em um meio de hidrolizado de proteinas. Ob
tiveram malor efeito estimulante com acido fenilacdtico do que com
o emprego de derivados deste, como a amida NN-n~propanclamida. Mog
traram, ainda, que se obtém maior efeito estimulante quanto mais
cedo for adicionado o indutor.

Gotoveseva ¢ Levitov (1964) (20) estudaram, nas culturas

de Bacillus fsecalis alcaligenes NH15 e Escherichia coli N9637 , a

formagao de PAH em relagcde 3s fontes de carbono e nitrogénio enpre
gadas. Para E. coli, cultivada nos meios constituidos basicamente
de agqua de maceracao de milho, peptona e hidrolizado de caseina(en



zimdtice ou Acido}, nio fol encontrada a infludncia do triptofano
cu outres derivados do indol sobre a produclo de PAH atf o  nivel
de 0,5g/1 de triptofano. Concentragdes deste de 2,0g/1 diminuiram
a produgdo da enzima em 30-40%, )

Com relagdo as fontes de carbono, foi obssrvado gue con -
centragoes altas de glicose inibiam a produgio da enzima e o Acido
latico ndo apresentava nenhum efeito. Outros écidaa Qrgénicogf'cg

mo ¢ acido pirlvico e o heide acdético, inibiam 2 sintese da enzima.

Szentlrmail (1964) (34) estudou a fmrnagaa de PAH em Esche-

rlchxa coli Hy-I-3 e chservou que a formacao da enzima estava inti

mamente ligada ao efeito indutivo dos Acidos fenilacdtico ou feﬁg
xiac@tico. As cBlulas de E. c¢oli foram cultivadas em meio conten-

do égua\dé maceragac de milho, 20g/1 e solucdo tampic de fosfatd,
10g/1. A concentragao de indutor adicionadce foi de 0,01M/1, efe -

e o
tuando-se a fermentagac durante 25 horas a 28 ¢

Kaufmann e Bauer (1964)(27) mastraram que & prmdugaa de
PAH por células de E. coli & mixima a 24 C, observando~se muito
pouca enzima a B?OC. Estes autores relataram ainda © corescimento
de E. goli em meio contendo sais inorgdnicos, extrato de levedura
e aminofcidos ou peptideos. A faixa de pH adeguada foi de 6,5-8,5
e a fermentagdo foil feita com aeracdo vigorosa.

) Sikyta e Slezak (1964} (51) pesquisaram a fermentagdo con
tinua de E. coli para produgic de PAH em um fermentador de 10 1i-
troé, 0 meio de cultura usado:apresentava a seguinte composigdo :
sblidos de Agua de maceragdo de milho, 9,0g/1, peptona, 10,0g9/1
dleo de soja, 1% em volume. Na preparacao, o pH do meio.foi'ajus~
tado a 7,2 mediante adigao de solucido de hidrdxido de sddic 40% e
depols foi clarificado por ebuligﬁa durante 10 minutos, sequido de
centrifugacdo. A temperatura de crescimento foi de 27*290C.

0 fermentador empregado tinha uma reélacao ﬁ/TnD,ﬁi*)g gen
2o operado a 400 rpm de agitagao e 0,3 vem de aerag%a._ A taxa de

transferéncia de oxigénio do sistema correspondia a 670mM de Ozflh,

* Consultar a nomenclatura



determinada pelo métode do sulfito. O tempo de cultivo para alcan
¢ar o maximo de massa celular fol de 8 horas, com o valor de

3,0<3,5 a/1 de ci&lulas em base seca. A atividade enzimitica aumen
tou até a guarta hora, mantendo-se constante até a oitava hora. A
cultura descontinua reguereu 0,18g/1 de Bcido fenilacético para es
timular a formagao da enzima, e a continua 1,5g/1l. Ha fermentacio

continua a taxa mixima de diluigdo foi de O,Shml‘

Prugessz e Johnson (18657 {43) estudaram a hidrdlise enzini—

tica da benzilpenicilina, marvcada com enxofre 835. Os autores deg

creveram a fermentagao de Micrococcus roseus ATCC 9167 e Escheri=—

chia coli ATCC2637 para producdo de enzima.

Os microrganismos foram cultivados em frascos EBErlenmeyer
de 300ml contendo 20% do seu volume em meio de cultura. Este era
COmMPoS Lo dexinfasgo de coragac (Difco), 25,09/1; glicose, 40,0g/1:
fosfato acide de potassio, 92,5u/1; fosfato didcido de potassioc
6,0g9/1. A glicose fol autcclavada separadamente em solugao a 20%.

A linhagem de Escherichia coli fei cultivada durante 24

horas nesse meic, sendo suplementada com 1,5qg/1 de. adcide fenilacé-
tico. Conseguiuv-ze uma densidads celular egquivalente a 2,0g/1, em

base seca.

Carrington e ceolaboradores (1967} (15) patentearam um pro-
cesso para a produgdo de PAH, baseado na fermentagdo aerdbia de c@
lulag de E. coli, na ausénola de carbohidratos fermentesciveis &

com adicao gradativa de fenilacetato de amonio, at® uma concentra=-

gho entre 1,2 e 20,0 g/1l. Os autores descreveram uma fermentagdo

“com 600 litros de melo de cultura, composto de dgua de  maceragao
de milhe, 22,5g/1, a pH 6,5 e cultivado durante 22-28 horas a ZQDC

A solugéo de fenilacetato de amonio fol adicionada gradativamente, .

de hora em hora, desde a 8% até a 218 hora de fermentagao.

Cole (1969) {17) descreveu o processo de produgic de cé&lu-
las de E. coli contendo a enzima. As linhagens de E. coli NCIB
87434 e BRL 1360 foram cultivadas em tubos inclinados de agar-san-



el

gue {Oxoild CMLEL), 35g/1, a 2?06, durante 24 horas e foram em segul,
da conservadas a EQC; at® no maxino um mes.

O cultivo em frascos sob agitagdo fol feita em Erlenmever
de 500 ml com 20% de melo de cultura. O melo empregado tinha a seg
guinte composigae: exitrato de levedura, 25,0¢/1; Acide fenilaceti
co, 0,80/ e hidrdxido de gbdio em quantidade suficiente para atin
‘gir pB 7,0, Os frascos foram incubados durante 24 horas a QSGC,em
agitador com wn ralo de giro de . 0,032m & a 240 rpm.

_ A fermentacac submersa foi feita em um fermentador de 100
litros com 50 litros de meio de cultura. A agitagio foi de 430
rpm, parva um agitador de ,19m de didmetro , com aeracao de 0, 4vvnm.
Operando a temperatura de ZéGC, o tempo de fermentacao foi de 15
horas. O meio de cultura era constitulde de extrato de levedura ,
Z5g[if sendo adicionadas inicialmente 200 ppm ag antiespunante, com
pesto. de 20% de silicone RD em agua.

0 pH antes da eﬁterilizagés'fmi 7.,0. Durante a fermenta-
¢ao, adicionou-se antiespumante quaﬁd@ necessiric, sendo gue desde
a 6% atd a 172 foi feita a adiclo intermitente (de hora em hora)de.
dcido fenilacBtico, neutralizade com hidrdxido de sddio. A concen
tragéa total de indutor foi de 1,5g/1, considerando-se a fermenta- |

cao terminada guando atingiu o valor de pH 8,0,

Self e colaboradores {l§69}{48} prepararam células de Es

cherichia coli ATCC 9637, contendo a enzima, seguindo © seguinte

procedimento:  a prefermentacac fol feita em cultura gue continha
glitamato de sbdic e Acido fenilacético. A fermentagio  submersa
foi feita em 100 litros de melo de cultura, com a seguinte composi
géo: glutamato de sddio, 5,0 g/l:; sulfatce de awonio, 1,0¢/L; fosfa
to monodcido de potfissio, 7,0 g/l; fosfato difcido de potissio 3,0
g/1; sulfato de magnésico hepta hidratado, 0,2¢/Y; dcido fenilacati
co, 2,0g/1. A fermentacac foil conduzida em temperatura de BUOC;
com agitagdo, atingindo-se o maximo de concentragio intracelular

de enzima em 8 s 10 horas.

Kleiner e Lopatnev (1372) (28} pesquisaram os efeitos da

i
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eracac e agitagiSo no cultivo de Escherichia ooli ATCC 9637,para pro

duceo de PAH. A linhagem, conservada em tubos inclinados de agar-
agua de maceragac de milho, fol cultivada em agitador de frascos ro
tat&iia, a 24mcr durante 18 horas. Poram empregados frascos Fr-
lemmeveyr de 750m), com um veolune de meio de cultura variivel e tam-
poes ﬂ@ algedao ou de gaze come meio para produzir diferentes taxas
de aeragao para uma intensidade de agitagao fixa.

0 meio de cultura empregade era conposto de agua de macera
gao de milhe, 20,0g9/1, em base seca e Acido fenilacdtico, 1,.0¢/1
sendoc que o pH antes & esterilizacio era ajustado a 7,4-7,5.

Os autores concluiram gue, para uma determinada intensida
de de agitacao, existe um valor Otimo da taxa de aeracdo com o gual
se obtém o maximo na produgac de enzima, Valores malores ou meno -
res deste pardmetro levaram a uvma menor producic de enzima.

‘De outros experinentos, feitos em fexmantador;'estabelecam
ram gue 08 melhores rendimentos na pradugdo de enzima sao obtidos a

um nivel baimo de concentragao de 0x1ganzo dissolvido no meio.

vojtisek e Slezak (1975) (59) estudaram a producic de PAH
paf‘ﬁscherichia coli ATOC 9637. A& técnica censistiu na cultura

das células em um meio com a seguinte composigfo: fosfato didcido
de potiéssic, 13.6g/l; sulfato de amonie,lz,ﬁg/l; cloreto de cilcio,
0,08g/1: sulfato ferroso, 0,0Ig/l; hidrdxide de sbdio, 3,00/1; sul-
fato de magnésio, 0,49/1l; D,L-lactato de sddio, 10g/1:; fenilacetato
ﬁé sodio, 1,0g/1. O pH permanecew na faixa de 7,2-7,3.

Na'priméiro egtégiaf as células foram cultivadas em fras -
cos Erlémmey&r de §0ﬁmi,\com 20% de meio de cultura, enpregando~se
cagitador de frascos rmtaﬁ&ris, operando a 250 rpm. EBste  cultive
foi utilizado como semente da fermentagdo principal, feita em fer -
mentador de 20 litros com 10 litros de meio de cultura, a 3I00rpm
8,5 vvn de ar. A temperatura em ambos Gs’estégios foli de ZGOC. A

e

fermentacac principal durou 16 horas.
Posteriormente, os auvtores (60 ) pesquisaram o efeito de
varios meios sintéticos na produgdc de enzima, empregando~se como {

nica fonte de carbono e energia ©s seguintes sistemas: acido fenila
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cetico, acetato e Zcido fenilacético e lactato com Acido fenilac®
tico. Oz demals constituintes do meio foram os descritos no traba
ltho anterior, desses mesmos autores.
0 sgtuds fol feito tomande como base de comparagga unmaio
complexs, constituido de caldo nutriente (Difcol), 8,00/l e Aci-
do fenilacético, 1,0g/1. ©Og melhores rendimentos foram obtidos
nesta ordem: mweio com fenilacético, melo com lactato, meio com a-
cetato e nelo complexo. Ficou estabelecido por esses autores que ,
com excegio do pericde inilcial da fase exponencial, a sintese de
enzima & proporcional & formacao de massa celular. MNa mudanga da
fase exponencial para o crescimento desacelerado, a forrmagao de en
zima decresceu rapidaments., Cs auntores cobservaram, ainda, gque a
concentragho de oxigénic dissolvide influl na formagao de enzima .
sendo que niveis elevados de oxigénio digsolvido no meic de culty

ra reprimem a formacac desta.
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MATERTAL B METODROS

1, MICRORGANIESHMOL

03

Os ensaios Foram conduzidos com EBEgcherichia colil ATC

9537, adguirids ﬁa rmerican Tvpe Culture Collection, 12301 , Par

o

lawn Drive, Rooks ville, Méryland 20852, USa. O microrganismo, re
cehido na forma licofilizada, fol rehidratado em agua estdril , em
condigdes de assepsia. Esta suspens sén foi em seguida  inoculada
e tubos inclinados com melo de agar nutriente-Fenilacético. e in-
cubada, por perlodo de guatre dias, 2 SOOC, sendo depols mantida
a 7GC, repicando~se mensalmente, Todos os experimentos foram rea

lizados partindo-se de tubos estogue de E. coli.

2. MEIOS DE CULTURA

Para manutencao da linhagem de E. coli, empregou~se agaxr
~nutriente {Difco), suplementado com 0,4 ¢/l de fenilacetato de
patﬁaﬁia (ApBndice, I p. 103}, '

_ Os melos de cultura &mpregados DARra nkefermfwtacho e fer
m@ntacgm tinham & mesma composicho, variande somente a poreaenta
genm dog componentes empre qdaog. As formulagégs estac apresenta-
das no Apéndice I, b 103 -

Os reagentes & ingrsa dieﬁtas empregados nestas formula ~
eoes foram:

- Glicoge {(PO), como fonte de carbono ¢ energia.

- Bgua de Maceragdo de Milho, como fonte de nitrogdnic e
carbono. Foi fornecida pela Refinagles de Milho Brasil 5.A., Usi
na de Mogi Guagu, S.P. O produto & comercializado com teor médio
de 50% de sblidos totais. KNos lotes recebidos, o conteldo médic
de nitrogénic era de 3,45%. Esta dgua de maceragao de milho apre
csenta uma composicio em amincicidos descrita em (5% ).

-~ Fesfato de Potassio (K,P0,) (PQ) . como fonte de potissic
e fosforo e come neuvtralizante inicial da agua de mareragio de mi
iho.

~  Sulfato de Magnésioc hepta hidratado (MgS0,.7H,01 (FQ), co

4
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mo fonte de magnesio e enxofre,

~ Microelementosz. Oz maelos foram supie*cntado com 080 58

guintes sais: CaClQ‘EHEB, CQSD§.7HQGE e SO . TH Of CuSQé,ﬁﬁgﬁ .

MnSﬁégﬁﬁﬁ, zﬁC1, {Nﬁg} ﬁw? é.@ﬂ 0 {todonyg de §ureza guimica),até

atingir a Ganﬂentr“q o de 10 )%fl em Ca, Lo, Pe, Cua, Mn, Zn, Mo .
~ Bcido Fenil:

acbtico (PO}, empregado em guantidades varii-
vels, como indutor da sintese da enzina. Has’prefarmentaqﬁes ;@
reagente foi incorporado aoc meio de cultura e nos experimentos de
produgio foi incorporado parceladamente no decorrer da fermenta -
Cao. "

-  hgua. O meios de cultura em@regaﬂ&s nos experimentos
de laboratdrio ¢ escala hanco foram preparados com agua destilada.
ingueles feltos em escala piloto, foi adicionada aZgua naco tratada,
praven;eﬁﬁe de pogos artesianos \ :

~  Acido Cloridrice e Hidréxidn de Potissio. .Estes dois

reagentes foram empregados em concentragao 5N, para controle
do pH das fermentagdes. Has escalas de lab ratbrio e banco,o0s rea
gentes eran guimicaments puros. Na escals pilloto, depois dos ex-
perimentos iniciais, o Bcido cloridrico PO fol substituidoe wor
Cproduto comercial, o hidrdstido de potdssio PQ por hidrdxido  de
55410 eletrolitico, an escamas, depols da comprovagao de gue O em
prego destes nac interferia na sinteﬁe da enzima.

~ Agente antiespumante. Fol empregadoe FGLCG, da DOW CORNING,
diluico a 10% para controle da formagao de espuma durante a fer -
meniagao.

Preparo do melo de ¢ultura. Nos exnbrzmentas em escala de labora

tdrio e banco, a Aoua de maceracao de milho empregada foi decanta
da por tempo suficientementé longo, gue asssgurasse a remogdo dos
s&lidos suspensos. O meio de cultura final apresentou um contel
do de sblidos suspensos menor que 0,1 ¢/l em base seca.

Nos experimentos em planta piloto, o meio de cultura foil
previamente clarificado porgue apresentava elevado teor de s0li-
dos suspensos. Estes nio afetavam a fermentacdo, pordm interfe -

riam na determinagdo da massa celular pelo métedo de secagem. Pa
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ra a clarificagac do meio, a dgua de maceragdo de milho foi dilui
da com &gua a 35% do volume final, Adicioncu~se fosfato de potas
sio para a neutraelizaecdc e a suspensio foi aguecida com vapor di-
reto, mantendo-se a mesma por vinte minutes em ebuligdo. 0 trata
mente foi feito em um fanque de ago inoxidivel 316 com pareds du
pla, resfriando~se inediataments o conteindo ate 3596. pDal segui-
ram-se tros mygﬁﬁs: ‘

a) O nezic fol completado com o resto dos constituintes s
Agua, deixando-ge decantar 24 horas a uma tﬁmyeratura entre 0-5 C.

b) A suspensio foi adicionado 3,0 kg/m° de Agente £ii -
trante "Hyflo supercell®, filtrendo-se duss vezes em um filtro es
cala banco, de pratos horizontals revegtidos de tecido de brim
com Area filtrante de G;iﬁmz e com descarga wertrffuqa de solidos,

marcs CHEMAP, modelo 6lZ. A vaaam Foi de 0, 2 5m /m .hoe & mawinme

s

preag&a atingida de 1,5 Kg/@ﬁ ﬁep@mb, o maio de cultura fo
conpletado com Ggua e 08 outros constituintes.

¢} Centrifugou~ge o meio de cul ura, 38 completado, empre
gando-se uma centrifuga escala banco o ~ LAVAL TAPX 202, montada
com sistema de ejegac intermitente de s0lidos, com frequéncia de
1 minuto e tempo de ejegao de 3 sequndos. A centrifuga foi OPEerL

da a 7000 g e a vazao de alimentagao foi-de 200 1/h.

3. EQUIPAMENTOS DE “LRﬂFNTAFAO

3.1 AGITADOR DE FRABCOS

_ Para o desenvolvimento das p:efarmentagﬁes, eMpregou-se
um agitador de frascos rotatdfio, marca NEW BRUNSWICK SCIENTIFIC
Co. Inc., modelo G 27. A caracteristica desse aparelho & a se-~
guinte: raio de giro, 0,0254m; velocidade, variivel entre 40 e

o
-

~ : o
400 rpm; controle de temperatura da camaras, entre 0-60 Ci 0,5 C.

Técnlica de Prefermentacio. Dependendo do experimento em guestao,

as prefermentacgoes foram felitas em :

~a} Frascos Evlenmeyer de 500ml, contendo 50 ml do meio de
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cultura, cultivado a 250 rpm e SGwﬂs

b} Frascos Erlemmeyer de 2000 ml, contendo 300 ml do melo
de cultura. Os frascos possulam defletores l&t%rais, em disposi-
gae trisngular. A cultura foi feita a 120 rpm e 30°¢.

Estecvilizagaon, Os frascos com o meio de cultura, tampa-

" - o - O
dos com algodac nao absorvente, foram autau avauas a 121 C por 15
minutos para os Ifrascon de 500 ml e 30 mlnuﬁaa parg o 2000 ml,
fnmnula@ ‘0. O frascos de 500m)l foram semsados com uIa

algada dos tubos estoque de . coll on com 2% do seu conteldo da
cultura, proveniente do frasco de prefermentagdo. 0s de 2000 ml
foram semeados senpre com 2% do seu velume com meio de cultura |

proveniente do frasco de prefermentagio de 500ml.

3.2 FERMENTADOR DE LABORATORIO

Foi utilizado um fermentador modelo }IFI FERM M~1000, da
FERMENTATION DESIGN Inc. Esse aparelho possul as seguintes carac
teristicas:

&) DimensGes do vHE0, tura 0,18m: diametro 0, 083m;

al

B) Agitacio, bastdo magnético cilindrico., comprimento
0,05m, didmetroe 0,0lm, rotacdo varifvel entre 400 e 700 rpm.

cY éorafgo, O ar pﬁQV%WlQnt@ de compressor fol passa
do por um filtro cerdmico para remogio de Sleo e pb. A vazao fol
determinada mediante um rotémetro LAB-CREST, modelo CENTURY. O ar
admitido no fermentador foi esterilizadeo, passande por uwa filtro
de 14 de vidro, com retenqda de particulas de difmetro igual ou
ma¢ar a2 0,5 p

d; Controle de temperatura: 'foi feito por circulag&o

continua de agua de resfriamento e una rtQ19£encia elatrica para
o aguecinmento, acionada por um termostato.

e} Determinacio da Lens a0 de oxigénic disspelvido: foi e~
 fetuada com um eletrodo de oxigénio, da FERMENTATION DESIGN Inc.,
modelo E~100, do tipo galvanico, similar aoc descrito por BORKOWS-
EXI e JOHNSON ( 8 j. A leitura do eletrodo foi amplificada e

transduzida em um analisador de oxigénio de igual procedéncia,mo-
delo DOAR. Este aparelho possul um registrador acoplado com  as
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seguintes caracteristicas: velocidade de avanco do papel registra
dor, 2,54om/h; velocidade de impressao, 30 impressces/min.

0 ajuste corrsespondente ao 0% (auséneia de oxigénio THD
melo de cultura) fol efetuado com o fermentador sem aeragdo e agi
tagio, imediatamente depois de autoclavado e ajustado na tempera-
tura de operagdo, com precisao de X QQC. 9 atuste correspondents
ao ponto 100% (saturagao de Qxigénio‘mo meio de cultural} foi efe-
tuado mantende o fermentador nas condicoes de agitagcac e aeracgaoc

correspondentes & experiéncia. A temperatura fol ajustada com u-

. o
ma precisso de tg,5%.

S A S

£} Controle de pH e controle do nivel de espumazambas fo

ram feitos manuvalmente, injetando os reagentes com geringas hipo-

dérmicas, através de um diafragma de borracha de silicone. G pH

fFoi determinado em amnsiras tiradas do fermentador.

eharilicacas

\ O fermentador contendo o meio de cultura, o filtro de arx,
as conexces e as seringas para injegao dbs reagentes e indculo e
para tomada de amostras foram esterilizados em autoclave, durante
30 minutos a 121°C. A solugidc de aniiegpumante e a de Acido fe -

- N . N N PR &
nilacetico foram esterilizadas por 15 minutos a 121 C.

Inoculacdo

¢ fermentador foi semeado em condictes assépticas , por
injegdo de um indculeo correspondente a 2% do volume de meio de

fermentacaoc,

3.3 FERMENTADOR EESCALA BANCO

Foi utilizada uma unidade de fermentacac CHEMAP, modelo
F-0020. O fermentador tem uma capacidade total de 29 litros, gen
do oparado.cam 10 litros de meio de cultura. Todas as partes em
contacto com o meio de fermentagdo e reagentes sdo construidas em

ago inoxidavel 316L.

a) Caracteristicas geometricas do tangue. O tangue tem did
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metro interne de T=0,240m, sendo suag dimensdes e relacles geome~

tricas {ap&ndice II. p 105) as seguintes:

D=0, 322; HT/TKE,GS; HL/Tml;Q: Hl{TmO;ESS; Hz/TmO;EZS;
HﬁXTSO;G83; wngmO,QSES: L/D=0,242; W/D=0,309,

b} Giztema de ﬁg&&gﬁﬁga 0 fermentador €& montado com duas
turbinas de %igca de geis pés e guatro defletores. O eixo de agl
tagao & nontado no tangue mediante um selo "Crane® inferior e uma
bucha superior de teflon grafitade. Os agitadores sao acionados
por um motor de corrente continua, com controle eletrSnico de ve-

locidade, varifvel entre 100 e 1000 rom.

c) Sistema de asracdc. 0 ar & distribuldo no fermentador

mediante wm anel ocom 15 mrificiqsfde 1,4mm de didmetro, sendo as-
terilizado na entrada e salda do eguipamento por filtros de poree
lana porosa. A vazfo foi determinada com um rotidmetro BROOKS, i
?0 1355-10A~1BAB. A pressao do ar adnitido ao sistema & controlg

da por uma vaivula vedutora de pressiao.

d) Controle de temperatura. O elemento sensor & um termd

metre de resisténceia de plstina; o sistema de controle & com rea-
lifwntagio, marca HARTMAWH-BRAUM, atuando sobre a admissfo alter—
nafla de agua de refrigeragao e agua aguecida por reostatos de i~

rersas na camisa do hangue.

e} Controle de pH. O elenento sensor & um eletrodo de
pH, combinado INGOLD, esterilizdvel, cuja leitura & amplificada

por um amplificador de tensio METRHOM HERISAU modeld E450, acopla
do a um controlador elettﬁnicc de .pulso METHROM HERISAU, modelo
E-470. O controlador opera duas bombas peristiliticas HILOFLOW, da
METERING PUMPS Litd., de vazdo ajustavel, para dosagem de  alecali

ou acido.

£f) Controle de formacio de espuma. O elemento sensor a-

tua pelo principioc de variagac da resistividade., O sinal amplifi
cado ariona un sistema de tempos de dosgagen e mistura do reagents,
mediante uma bomba peristaltica HILOFLOW, da METERING PUMPES Litd.

g) Medida da tensao de oxigénio dissolvido. Fol empre-
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gado um eletrodo do tipo amperométrico, com membrana de polipro-
pllens, da INSTRUMERTATION LABORATORY., . A leitura fol amplifica-

da por anplificador da mesma procedencia.

T

h} Bistemns registrador. Un reglstro multicanal HARTMANN-

BRAUN registra oz valores de temperaturs, pH e tensio de opxigé-
nio dissolvido. Carvacteristicas do registro: velocidade do pa ~
pel = 2 cw/h; velocidade de impressao (por canal) = 2 impressdes/

&

minuto

Egterilizacio

L esterilizagao do fermentador, contendo o meio de cul-
tura, fol feita por aguecimento com vapor saturado através da ca-

misa e com agitagao sx%u;ignea O controle da temperatura de ez

terilivzagio e da pressdo do vapor de aguecimento foi manual.

Cicle de ssterilizacaoc.

O programa de @ﬁtGrLllZdeO 'eguﬁﬁm foi:
aguecimento de 25~ 30 ¢ atd 100 L ;24 minutos;
‘eliminagao‘de ar: 5 minutws F
acquecimento de 1UOGC.até lﬁlﬂci lOC : 14 minutos;
tempo de aqu@ciméntm a 1210C' 2L mlnufou,
resfriamento ate éd C:16,5 minutos;
Lagitagao: 390 rpm.
0g filtros de ar, conexbes de ar, salda de amostras,con-
dutores de acido, alcali, antiespumante e outros reagentes foram
auvtoclavados a 12ioc, por 30 ninutos e conectados ao  fermentador

em condigles assépticas.

Inicio de operacao do fermentador

Apbs a esterilizacao do fermentador com o meio de cultu-
ra, foi feito o ajuste da tensao de oxigénio dissolvido a 0% (au-
sencia de oxigénio}, guando a temperatura do conjunto atingiu
3amci2°c, A partir desse momento, Foram conectados os acessbrios,

em condigbes assépticas e ligados os controles de temperatura, pH
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\ oy N O, @
e nivel de espuma. Uma vez atingida a temperatura de 30 C-1 ¢ fo
ram ajustadas as condligGes de maxima aeracdo ¢ agitagao. O meio
de cultura foi saturado com oxigénio durante 10 minutes, calibran

do~se para 100% & tensao de oxigénio dissolvido.

Inoculaczo

A zeneadura do fermentador foi felta assipticamente com cul
turas em frascos agitedos, introduzindo o conteldo por meio de u~
ma seringa hipodiymica. © volurne de indeulo foi de 2% do  volume

de melo de oultura do fermentador,

3.4 . FERMENTADOR PILOTD

) Foi usada uma unidade de fermentagiio da  FERMENTATION
DESIGH Ino., modelo Fp-250, operando com 150 ou 200 litros de me~
ic.

a) Caracteristicas do tangue. O tangue do fermentador &

construlde em age inoxidavel 316 e as linhas de admissdo e descar
ga em acc inoxidAvel 304. B

0 difnmetro interno do fermentador & de T=0,545m e as
outras medidas e suas relagdes geométricas {ver apéndice II,pl05)

830 as seguintes:

D/T=0,396; HTfol,QS: HL/Tm1,23 cu 1,62; Hl/TmO,Zl?; Hz/T$0,593 H
HﬁmeﬁgOQZ; wb/TmG;0807: w/D=0,250; L/D=0,204.

b) Sistema de agitagio. O feﬁm@ntaﬁar & montado com duas
turbinas des disco, com 6 pas %etas, aclonadag por wm motor de cor
rente continua de velocidade variavel {50~350rpm}. A conexac do
pixo ao fermentador € feita atraves de um selo-tipo "Crane",refrji

garado com Vapor.

¢} Sistema de aeragdo. O ar & admitido na unidade atra -
vas de uma valvula reguladera e redutora de pressao, passando por
um rotiametro BROOKS, modelo R-BM-24~4 e em seguida por um filtro

com elements filtrante de 13 de vidro. Este filtro 3 agquecidn
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| : | 2 . -
por uma canisa de vapor a 1,35kg/fon”, para a esterilizagao conti-

nua do ar. O sistema de distribuicio de ar & constitulde por um
o

is
anel com 20 orificios de 2,2mm de didmetro.

G ar _gue sai do feymentador passa por um filtro de este-
rilizagio igual azo 32 descrito e por uma vaivula requladora, para

mantey pressic positiva no fermentador,

d} Controle de temperatura. O elemento sensor & um termo

par e o sistema de controle & com yealimentagace, da HONEYWELL, mo
delo ELETRONIC ONE ELEVEN. O mesmo possul um registrador acopla-
do, com uwma velocidade de avango do papel de Som/h.

0 controle @ feito por circulagdo forcada de &gua atra-
vés da camisa do fermentador. O sistema de controle opera as val
vulas solenoides de admiss@o de dgua de refrigeragio e de  vapox

gue se mistura diretamente & Agua.

3 e} Controle de pi. O elemento sensor & un eletrodo de pH,
combinado INGOLD, esterilizivel., O sistema amplificador e contro
lador & da FERMENTATION DRSIGN Inc.. O controle & feito com reali
'ﬁﬁntagaar acionando uma bomba de diafragma para dosagenm de alcali,
marca NEW BRUNSWICK SCIERTIFIC, modelo SP-1 e uma bomba peristil-
tica para dosagem de Acido, HILOFLOW, da METERING PUMPS Ltd. A a-
dicho dos dois reagentes & programavel mediante dois sistemas de
tempo para ajuste dos tenpos de adicac e de mistura do reagente
e fermentédora 0 amplificador fica conectado a um registro
RUSTRAK, que marca ¢ valor do pH com velocidade de deslocamento

do papel de 2,54cm/h e 30 inmpressoes/minuto. .

£} Controle de Formacan de egpuma. O elemento sensor ope

ra pelo principio de vaxiégéo da resistividade. O sinal anplifi-
cade aciona uma bomba perigtaltica da NEW BRUNSWICK SCIENTIFIC Co,

gue dosa o reagente,

g} Medida da tengao de oxigénio dissolvido. Foram empre-

gados alternativamente o sistema de medida dos fermentadores de
laboratéric (galvanice) e do fermentador escala banco (amperomé ~
trico}. A posicdo e colocacdo dos eletrodos esth descrita no A -

péndice IX, P 105 .
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Esterilizacao

A esterilizacazo do ﬁewwentadml com o meio de cultura foil
feita mediante um programa pra-estabelecide no controlador HOWREY-
WELL, modelo BLETRONIC CHE FLEVEN. Uma veg e*calhi&a a intensgida
de de agitegio e o tempo de agquecimento a 12‘ Se O programa entra
emn eXaCugas. fniciade o ciclo de 93&@5131?ﬂqaa; O programador
bioguels o sistema de controle de temn@ra%urﬁ ¢ simultaneamente
fecha a valvola sclenoide de admissaoc do ar. O fermentador & a-
quecido por meic de camisa CoUm VAPOY a'l,Bﬁqu&mz, ateé atingir a
temperatura de EOOQCﬂ Weste ponto, un sinal abre a solenoides de
injegic de vapor direto stravés do aspersor, para eliminar o ar
contido no sistema. Apds este 2liminacdo, fecha-se totalmente a
viivula reguladora de pressio da salda do ar. A paftir deste mo-
mento, o aguecimento prossegue ate atingir a temperatura de lElDC‘
Entao, o programador fecha a solenoide do circuito de injegac de
vapor e opera o sistema de contrele de temperatura, para manter a
mesma constante abrindo e fechando a solenoide de admissiao de va-
por na camisa do fermentador. )

Todas ag linhas de adig%é de reagentes, ssmeadura, btira-
ds de amostra e descarga gac esterilizados manualmente com inje -

cac de vapar dmreto, depolis gue o fermentador atingiu a temperaty
ra de 221 C.

concluido este tratamento térmico, o controle fecha a sg
ienolde de entrada de vapor e abre a solencide de admissdo de a-
gua de yefrd qeraca@ na canisa. Quando o meio de cultura atinge a
temperatura de. 5 C acima do valox prame tabelecide para a fermen-—

tagds, ¢ programador liga novamente o controle de temperatura.

Ciclo de esterilizacaoc

O programa de esterilizacio seguido foi:
agitagdo: 120 rpm;
aquecimento de 30 a lOﬁOC: 29 minutos;
eliminacio de ar: 5 minuktos;
aguecimento de 100 a ileC: 16 minutos:
tempo de agquecimento a 12106 : 15 minutos

- < . .
resfriamento ate 40 C: 50 minutes.
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As conexoes do fermentador, tubos de admissao de reagen-
tes, indculo, diafregmas das bombas e os recipientes vazios de a-
cido cloridrico hidrdxide de s6dic e os recipientes contendo anti
espumante e acido fenilacktico foram esterilizados em autoclave a
12luc por 30 minutos e conectados ac fermentador em condicoes as-

sépticas.

Inicio de operacic

O procedimento para calibracio do eletrodo de oxigenio
fol simllar ao descrito em 3.2¢ 3.3, Uma vez conectadas asg 1i-

nhas de semsadura, adicdc de neutralizantes e antiespumante,a

- - . . . 2
preassas interna do tangue fol ajustada a aproximadamente 0, 1Kg/om’

05 sistemas de controle de pH e nivel de espuma foram 11
qaios a partir do wmomento em gue fol atinglida a témparatura da o=
peracio. O fermentador estava pronto para ser inoculado.

O contelide dos Erlenmever Je prefermentagdo,eguivalente
a 2% do volume do meio no fermentador, foi acumulado em um tangue
'esﬁéril e inoculado no fermentador medlante uma bomba peristidlei-

ca BIGHAMUTOR Inc., nmodelo TH-35-100,

—.
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4. BANCO DE AGITADRORES

P

Para calcular a poténcia consumids nos fermentadores sem
aeragao, fol empregado um banco de teste de agitadores modelo ELE
Gao BENCH SCALE Yﬁ(.')i?lf?ivﬁlfiiﬁf‘f- 0.

A unidade @ constitulda por um motor de velovidade varid
vel mediante transmissao de engrenagens, da’ GRAHAM TRANSMISSIONS
INC,  ronteado scbhre wn rolamento e conechado por um brago de 0,127
ou 0,254 m a unm dinambmetro HAMETEK da HUNTER SPRING {precisio
8,40l 1ibrawf&rga),' |

Nas determinagdes da poténoia para as caracteristicas go
métricas do fermentador banco, fol empregado um tangue cilindrico
de vidro com 0,345 m de didmetro internc. Para ag correspondern~
tes ao fermentador pilote o diametro do tangue foi de 0,212 m.

Para as determinacdes foram construldas turbinas de dis~
'cmf_réplica das enpregadas no fermentador banco e piloto. Az mes
mas forsm constroidss em 13mina de latio g corpo de bronze  pela
Oficinae de mamutengéd da FACULDADE DI ENCGENHARIA DE_&LIHE%TOQ e A

GRICOLA DA UNICAMP.

5. DETERMINACKQ DO COMPORTAMENTO REOLOGICO DO MEIO DE FER -
MENTACEO.

Para este estudo foi emprogado um viscosimetro rotacio-
nal de cilindros concéntricos EPPRECHET RHECMAT 15 da CONTRAVES
AG & um barho de termostatizagdo MAGNI WHIRL da BLUE M ELECTRONIC
co. - ' |

As determinagoes dos parémetros recldgicos foram feitas
sobre:

- meio de cultura esterilizado,

- meio de fermentacdo contendo as células a diversas den

gsidades de massa celular.

~ meio de fermentacio onde as c&lulas foram retiradas a-

través de um filtro SARTORIUS, erpregando-se  membrana
@@ 0,4% u .
As amostras do melo de fermentagdo foram tratadas imedia
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tamente com 10 ppm de cloreto de mercirio para morte das células
e guardadas em geladeira até o momento 4o s2u Use.

As determinacoes foram feitas a 300, Uma vez gue ag  a-
mostras etinglram wma temperatura nréxima deste valor foranm dea
radas a uma pressae de 6,5 mm de Ho em uma bomba de vacuo LEYEOLD
HERAUS modelo 8172. '

b culiuras eram provenientes de frascos agitados e de

&. EQUIPAMENTOS COMPLEMENTARES

Além dos materiais comumente usados em laboratdric, foram
utilizados os seguintes eguipanentos:
Espectrofotdmetro BAUSCH and LOME, modelo SFECTRONIC 20.
Medidor de pH METRONM HERISRU, msﬁelo hle.,
~ Balang¢a analitica METTLER H20T (max 160g, div. 0,01mg).

. H
E

TR & B o M ¢
i

- Baianﬁas.d& precisac METTLER: _
rodeln PL6ON (max. 160g, div lmg)
odaelo PLZI0N (max 12004g, div 10mg).
modelo P3N (max 3000y, div lg).
@ - Balancas: -
DAYTON HOBART (max 10Ky, 4iv 10q).
HOWE RICHARDEON, modelo 5401-XL-SE1 {max 500, div 0,2Ryg)
£ - Avtoclave LUPERCO, modelo: autoclave horirontal - 39, 209 R
' {pressac maxima 33 ﬁfcmz).
g - Autoclave ELECTRIC STEROCLAVE, modelo 253% {yrasséo maxima
2Rg/em®) |
h ~ BEstufa de s&cacem e esterilizacao FA%FM, modelo 315/5.
i ~ Estufa de secagem a vacuo FANEM, modelo DOS/A~1 (mAxima temnpe
ratura 2OQDC; maximo vacuc 686mm de Hg),
3 - Bomba de vacuo WELCE da SARGENT QCIENTIFIL Co., modelo 13399
fmdximo vacuo 686mm de Hyg).
ko~ C@ntr;fuga FANEM, modelo EXCELSA 3 {max 5000 r.p.m.).
1 =~ Centrifuga SORVALL, da IVAN SORVALL inc., refrigerada, modelo
Supersp&e& RCZ-B



7. TECNICAS DE ANALISE EMPREGADAS

7.1, DETEP&«-’EENEX@%G DA MASSA CELULAR.

Para controle de corescimento celular, fol determinada a
massa seca de sOlides em suspensdo no melo de fermentagfo, A téc
nica adotada fol a seguinte: uma aliguota de 40ml do meio de Ffer-
mentagao fol ‘centrifugada a 4000 rpm (65 ¢), durante 10 minutos,
O precipltado fol separadoc & 08 sélidos YESUSDENSDS NO Mesno volu
me de dgua, centrifugando-se novamente a 4000 rpﬁ, por L0 minutos.
Depols de separado o solirenadante, 0 precipitado dos tubos foi se
co em estufa a vAouo, a temperatura de 50-60"¢C, por um pariodo de
24 horas, _

O metodo fol previamente testado, determinando-se o tem-
po minimo de secagem, para concentracdes de cé&lulas entre 1-10g/1,
Csendo atingldo peso constante com 15 horas de sacagem.

) ¥oi testada tambdm, para densidade celular entre 1 e
10g/1, & reproducibilidade dos résuit&&os; repetindo-se selis ve-
zes © ensalo para cada anostra. Consiﬂﬁkanﬁa uma distribuicao
normal do erro padrao através de todos oz lotes de 3 amostras , ©
valor médio obtido foi de 0,09%g/1, écm un erro pad:ﬁo de 0,08% ,

para 15 experimentos.

7.2. DETERMINACAQ DOS CARPOHIDRATOS REDUTORES.

) Os carbohidratos redutores foram determinados espectrofo
tometricamente com o reagente "Antrona”, segundo uma madificagﬁ&
{ 22) do método original de Morvis.

, As amostras do meic de fermentagao foram aentiifngadas
a 4000 rpm, durante 10 minutos. Uma aliquota de cada sobrena -
dante foi dilufda convenientemente e 2ml desta foram entio mistu
radas com 8ml do reagente Antrona, deixando~se em banho-maria por
10 minutos. FEssas amostras foram resfriadas rapidamente ¢ a ab -
sorbéncia da solugdo foi lida a 630nm, no espectrofotdmatro.

A concentragao de carbohidratos foi calculada a partir



de uma curva padrdo feita com glicose {Apéndice ITI, p.l0RY, O3
reagentes empregados foram Antrona (PQ), acido sulfirice e glico

sa{PAY.

e

7.3, _ }‘ETKEC’TE‘:;K_AQ Df’& ATIVIDADE DF PENICILINAMIDAHIDEOLASE
(PRI NAS CMLU,JAS .

A determinacdo da atividade enzimdtica nas c8lulas de E.
coli fol efetuada seguindo uma adawntacao do método desorito nor
Saccani e Pitvolo (47 ). Este método baseia-se na reagio de adi
gac nucleofilica entre o dcido 6-amincopenicilinico com o paradime
tilaminobenzaldeldo, para formar uma imina.

A técnica experimental seguida foi a Segvin*—* amostras
de 40ml de meio de fermentagdo foram centrifugadas a 10000rpm
{425¢), por 10 minutos, X temperatura de 7°c. O sedimento conten
do as células fol resuspenso no mesmo tubo com 10ml de solugdo
tampas de fosfato (pH 7.6) com 209/1 de benzilpenicilina. A sus-
pﬂnsaﬁ adicionou~se 0,02ml de toluesnc e os tubos foram agitados
a ?Sﬁrnm,ﬁurante 4 horas, mantendo-sze 08 mesmos a temperatura  de
3% C. Depeis da reacgao enzimitica, os tubos foram centrifugados
a 10000 xpm, durante 5 minutos. Deste centrifugado, tomou-so uma
allquota (dependendo da quantidade de 6-APA formado) em um  tubo

+

de ensalo e o velume fol levado a 2ml, com dgua destilada.Ao tubo

e |

cide acetico 10% em metanol.

{3

adicionou-se 5Sml de uma solugho &

& solugip foi homogeneizada por agitacio e filtrada com papel
SCHLEICGHER and SCHULL Re58%-1. A

1 ml de solugao contends 0, 59 de parad m&tilaminob@nzalﬁeiﬁo £

Wk
thor D
i

i.,.n.a ;,r";

i

]

crado, limpido,adicionou-se

0,0lg de hidrogulinona em 108 ml de Glcool etilico §6 GL.

Apbds 10 minutos de reagdo, a absorbincia da solucdo foi
determinada a 410nm, no espectrofotometro, chiendo-se a concentra
¢do de 6-APA na amostra mediante uma curva padrao {(Apéndice III ,
CRLLOT)

A atividade enzimitica fol exprsssa como unidades de en-
zima por ml de meio de cultura {(UB/ml)l. A unidade de enzima foi

definida como o ninmerc de micromoles de 6-APA formado por  hora ,
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nas condigces descritas experimentalmente.

Os veagsntes empregados foram de pureza analitica , oconm
éxcecao do paradimetilaminobenzaldeido (PQ{ e da penicilina potag
gica comercial, 8%8,45%, cwm.poténcia iodométrica de 15%4 U/mg

fornecida pelo SQUIBE INDUSTRIA QUIMICA,SA.

!

A amostra de acido é-aminopenicilinico foi cedida pelos
LABCRATORIOS NEQMED S.A.. : .

3
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RESULTADOS F DISCUSSED

1. BETUNO ¥M PERMENTADOR DE LABORATORIO

O resultados dos experimentos felitos em escala de labora
torio estdo apresentados no Quadro I, p. 57,

. As fermentacces foram desenvolvidas empregando-se o meio
de cultura mais recomendado pela bibliografiia. Este se basela no
empreqgo de aAgua de méc&ragéo de wmilho como Unica fonte de nitroge
nin e acido fenilacitico numa noncentragéo de 1,0 g/l.

A temperatura de fermentagio foi de 30°C e o pH foil manti
do a 7,0 ‘ |

s todos o experimentos procurcu-se manter wm valor da
tensio de oxigénio dissolvido {T0OD), fixade previamente,variando-
ge a aeragaco entre 0 & 2 v.v.m e a agi%&§5o antre 500 ¢ 700 »rpm
para corrigir os afastamentos da faixa de tensdo de oxigénio dig
snlvido programada. Como valor de tensic de oxigénio dissolvide
durante o ensaic, tomou-se a média de todos os valores registra-
dos em intervalos de 15 em 15 nminutos, a'parti;'dc momento em gue

se formava uma concentracic aprecifvel de ¢&lulas no fermentador.

Ciclo de Fermentagag.

Depois da 52 hora de fermentagac, o pH do melo comegava @
g &esicc&r para galures menores gue 7,0, sendo necessaria a cor
regao do mesmo. O ajuste foi feito com KOB 5N, Apds certo tenpo,
este periodo de formacdo de acidos era seguido de outro gque se ¢a
racterizava pele deslocamento do pH & faixa alcalina, corrigindo=-
se entdoc com HCL 5N, Durante este segundc periodo ocorria tam
bém, a formacdo de grande guantidade de espuma requerendo~se a a-
dicac de anti-espumante para controlar & fermentagdo.

2 adigdo de &Acido fenilaceético fol gradativa, sendo feita

em gquantidades de 0,2 g/l a cada hora,
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Concentracio de Oxjgénic Dissolvido neo Meio de Permentacao

¢ estude foi felto procurando-se estabelecer dados referen
tos & tensio de owigénic dissclvido no meic de fermentagaoc: mais
convenientes para obtencao de PAH.

De acords com a Literatura, & respeit& da fermentacho com

E. coli, tinha-se infurmagic de Kaufmann e Bauer (27 ) que recomen
davan desenvolver a fermentagdd com aeragio inbensa e um estudo

mwats recente de Kiginer e Lopatnev {28 ) gue in@icava manter a ni-
vals bhalics a conee ntvm“ﬁa de GYﬁg@nlﬁ digsolvido, -
Por outyo lado, Grav e colaboradores {21y, estudando a
produgzo de outra intraenzima, a B wgalactosidave de B, coli e hce
vedo e Cooney ( 2 ), pesgquisando a produgac de PAH  extracelular

proveniente de Bacillus megatevium,recomendavan manter elevada &

concentracde de oxigénic dissclvido para ohténgao de melhores ren-
dimsntos. | L

0 eztudc fﬁlt@ neste trabalho orientou~se para a reallza-
gﬁo de experimentos & diferentes nivels de tens Go de owigénio dis
solvido. ©Os resultados @x?&rim@ﬁﬁaig obtidos demconstraram gus a
guantidade de PAH obtida em UE {(unidade de enzima) por unidade de
massa aelular (em base seca) & maior guanto menor for a tengio de
oxiginico dissolvido. puandeo a concentracac dé oOF igénio dissolvido
for muito elevada, conssgua~Es apenas detectar gualitativamente a
pressnga da enzima. 08 resultados deste estudo forneceram um cri-
tério para projetar as fermentagGes a malor escala. De acordo com

eate deve proceder—se segundo as reaomemﬂac oes de Kleilner e Lopait-
nev. > '

Postericrmente a este estudo em escala de laboratorio , um
trabalho publicado por ijilsek e 8lezak (6071 confirma os dados
obtidos referentes 3 conveniéncia de manter uma baixa concentragao
de oxigénic dissolvido.

Os rendimentos em enzima deste conjunto inicial de experi-
mentos foram-baixds?.porém os tempos de fermentacdo foram  breves
{12 - 17 hovas), existindo ainda outras varifveils gue nac foram

oonsideradas.
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ix @

2. ESTUDO EM FERMEHTADOR BANCO

Os experimentos en fermentador banco sncontram-se descri-
tos no Quadro TX, p. 5%, figuras 1 a 2,p.69 @& 70 € nas tabelas
das p. 80 e 2L,

as fermentacoes foram planeijadas com base nos  resultados
ohtidos nos experimentos de laboratdrio. Enpregou-se o medlo de
cultora n? 3, mantendo-se o pH a 7.0 & a temperatura a BOOC,A pré
fermentacie. foi efetuada no meic n? 2, durante 10 horas.,

A intensidade da agltagao fol mantida fixa durante as fer
mentacdes, modificando-se gradualmente a taxa de  afragac,para man
ter a tensdo de oxigédnio dissocolvido sob controle.

Adicionou-se fenilacetato de potissico gradativamente &

: . ] = i} - - -
partir da 2~ hora de fermentacgao.

Ciclo de Fermentacao

De uma anadlize feita da mudanga da tenszo de oxigénio em
fungao 4o tempa, observada nos estagios inicials do experimento
1071, verificou-ze gue a fermentagga_aprgsantava uma fase de adap
tacio relativamente breve. A partir desse periodc o microrganig
mo comecava a crescer com cinética exponencial. 0 comece da fase
(1,0 hora) foi dsterminadc a partir da representaglo grifica do
logaritimo da diferenca da tensfic de oxigénio dissolvido de satu~
ragio e a tensdo de oxigdnio dissolvido (TOD) no meio da fermenta
gao versus © tempo. Do grafico da figura 2, pg7ﬁ-fai extrapolado
o comego da fase.- Esta rel éﬁo foi deduzida combinando-se as o
guagdes que expressam a taxa de demanda de oxigénio das = células
{TD0) e a Taxa de Transferéncia de Oxigénic ao meip de fermenta-~
cdo (TT0). Para o periode de analise, foram mantidas fixas as in
tensidades de agitacBo e a taxa de aeragfo e ¢ coeficiente volumé
trico de transferéncia de massa (kla) podia ser congiderados cong

tante.
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A combinagdo das equagdes

TTO = k,a B(100 - TOD)

1
TR0 = Q. % = gu¥  exp, ut
i qi{'} L {rj-]
cnde: B = constante
qy = demanda especifica de oxigénio das c&lulas
i de Ox./g de c&lula)l
a4y ¥o
levam a eguagao: in (100 - POD) = ln e + ut
. ) ' kzauB

0 valor da tangente correspondente a u € maior que o Ve
lor de p obtide nas determinacgtes da cinética de crescimento. Is
to  significa gue inicialmente o oxigénio nio & utilizado somente
na produgds de células, mas tambén em alguma oubra reagac enzimé-
tica 9ara1ela* O consume de glicose tambénm segue um modelo expo~
nencial,porfm. com p distinto ac da multiplicagdo celular. (figu-

ra 2,p. 70}

Cinética da Multiplicacao Celular

Congsiderando-se os dols experimentos realizados, o primel’
ro fato interessante a analisar & a constﬁta§§a de dois periodes
cindticos (ver figura 1,p. §9). No primeiro pericdo, s fermenta-
¢de transcorre com crescimento exponencial e a velocidade easpaci-
fica de crescimento {uI} atinge valores elevados. No caso da
fgrmentaggo 1671, determinou-se um valor de 0,457 h”l, Fate va-
1or parece ser.o maximo gue se pode atingir, sem limitagao de nu-
trientes, & BO@C, nag condicdes estudadas. O valor obtido coinei
de com aguele de umax. (0,46 h”l}, apreséntaéo por Baver e Shilo-
ach { 6 }, gue determinaram a_méxima velacidad§ especifica de cres
cimento em fermentadores de laboratdrio, sem limitacdc de oxige -
" nio nem outros nutrientes, porém em um meio de cultura diferente,
Sikyta ( Bl), na fermentagéw continua de E. coli paxa obtencao
de PAH, chegou a uam valor de 0,5 h"l, empregando wn meio de cultg
ra similar ac empregado nestes estudos.

A andlise de regressio feita indica gue o segundoe periodo
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tambeém & governado por uma cinética exponencial, onde a velocida-

‘de especifica, atinge valores muitc menores que u,. No expe-

fol de 0,06R2 h“l. Mediante a intergecgio das

Vrre

i
"IT
duas eguagoess cineticas determinou-se que a mudanca ocorre as

vimento 10/1,

6,91 horas. O mesmo fendmeno foi observado no exyerimantm 10/2
porém com menory duragado para ambos periedos.

Analisando a mudanga na concentracao de carbohidratos, ve
rificou~se que a mesma calu rapidamente até atingir um valor cons
fante ( ~3,60 g/Ll) &z 5,25 horas. De acorde com este resultado ,
a glicese contida no melo de cultura havia se esgotado apbs  esse
tempo, restando somente a pwrgﬁa de cgrbohi&ratcs, proveniente da
doua de maaara@ﬁﬂ de milho, gue reage no ensaio da mntrona ,porém
nio & utilizeda pelo microorganismo. '

Desde que © esgotamento dos carbohidratos assimiliveis
foi bem anterior & mudanga cinética, esta & provocada pela limita
cao de oxigénio. O fato de Sikyta ter obtide um valeor de p simi-
lar ao obtido neste trabalhe, no seu estudo feito em um naio -
pregando agua de meceracio de milho e peptona, sem adigao de gli-
cose, confirvina que & a queda da voncentragio de oxigénio dissolvi
do e nao o esgotamento da glicose a responsavel pela mudancga aa
cindtica.

De acordo com Bauer e Shiloach, o E. colli tem comportanmen

to semelhante a outros nicroorganismos ndo estritamente aerObios,
on sela, responde a 1imitag§é de oxigénioc com uma continuagaoc do
crescimento com cingtica exponencial, porém com velocidade especg
fica menor. Hospodka ( 23), estudando o controle da fermentagac

de Sacaromyces cerevisiase por limltagac de nutrientes, verificou

a diminuicdo de p quande a concentragao de G, dissolvido caia a-
baixo do valeor critico. X |

Gray e colaboradores { 21}, chservaram este fendmeno no
seu estudo da cindtica da biosintese da 8-galactosidase por E. ©o
1i. A interpretagdo dos resultados feita por eles indica que a
resposta a limitagdso de oxigeénic & uma sucessio decrescente de va
lores de u .,

A interpretacic dos resultados, considerando-se a existén
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cia de dois pericdos cinéticos exponenciais, concorda com o estu-

do feito para o Lactobacillus delbruckii, por Tsao e Hanson{ 5g).

Estes autores indicaram a aparigdo de duas ou mals cin&ticas expo
nencials com u decrescente, sendo gue 2 nmudanca de uma a outra e
ra provocada pelo &sgctaménto de um nutriente do meio de cultura
& a continvacazo do crescimento era devido ao enprego de outro nu
triente de nais dificil éssimila@ﬁa. No trabalho descrito, ¢sses
avtores apresentaram um modelo. matemitico para descrever © CoOmMpor
tamento do sistema; baseado na cindtica de Monod.

Tsao e Hansen classificam os nutrientes em essenciais e
estimulantes do crescimento. '

0 esgotamento de um nutriente essencial provoca a cessa -~
¢ao do crescimento e o de um nubtrients estimuilante reduz a veloci

dade especifica de crescimento.

A equacdo que apresentam & a saguinte:

. Em

- W % L o 4 & v o T L Lo §w E- P §
ax Mo yigl ! }nSn I gg“ﬁﬁ”“
b aandE P9 wl*S ) o ,E ] y ol . LI m
de Ky¥Sy KptSp ] Kgy + 5y

cnde:
1 @ maxima velocidade especifica de crescimento em ausép
cia de nutrientes estimalantes.
}{O*wa&k KQ'Q‘&IK K
1 n' 71 nf “"El
de Michaelis ~ Menten.

5 &  : nubtrientes estimulantes.

N lanwwuwhn

By....--E  : nutrientes esgencials
a i )

cev..Kg : constantes da equagas

Este modelo pode ser empregado para explicar a mudanga oi
nética provecada pela limitacao de axigénio negte trabalho. A e-

quacdn proposta & a seguinte:

Th e b % +
ax M Oy mOup) o Bpp {0y 7 Oupy) --=] B '
dt Ky +_{OX - Oxli. Koyt {Ox - Oxizij KpyTEL K. + Em

onde s
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0 : concentracdao de oxigénio dissolvido.

Oup? concentragdo de oxigénio dissolvido na gual se produz
a mudanga no metabolisno.

Oorp ¢ concentragao de oxigenio limite pars crescimento ce

Iunlazr.
p' : valor mBximo da contribuig@o d velosidade especifica
de crascimento provocada pelo oxigeénico no primeiro pe

riodo.

4 5 L i~ * Do : oo qeem .
mmaxing velocidede especifica de crescimento no segun~

do periods cinético.

K. . ¥X.. : constantes da eguacde de Michaelis - Menten

Analisando a eguagas temons:

&) guando 0, 2 © critico, a velocidade espacifica de
crescimento & p. o= oul o+ Wy

% ‘
b} guando Oy diminui abaixo do valor critico, u cal rapida

mente até atingir o valor constante de Moye guando OX w OXT .

&} A velocidade especifica de crescimento ge mantém em L

até gue O, se aproxime o suficiente a. O

» gomecs wn rapid -
WTT e ‘G (5«( Horaplao pg

ricdo de diminuicaoc de u.
d) guando Ox 3= QKII cessa O cresciuento celular.
' Com respeito ao experimento 10/Z, obteverse a mesma SEqUEn
eia de cinbticas gue para 1071, prémfaz R BAO MEenores. -
Novamente foi observado o cicle inicial de formagao de com
postos acidos, possivelmente resultantes do metabolisme da glicose.
Para o experimento 10/1 o cicio comega apbs 2,% horas de fermenta-~
cio, durando até as 9,5 horas., O consume de neutralizante nfo & u
niforme, ou seja, inicialmente & maior e val decrescende em inten-
sidade, a medida gue transcorre o tempo, Este ciclo & seguido de
outro de alcalinizagifo do meic de fermentagido, reguerendo-se a adi
¢do de HCL para a neutralizagao, a partir da 11% hora de fermenta-

cho e atd a 162 hora.



Taxa de Transferéncia de Oxigénio

A fermentacio gue procedeu com malor aeragas (10/1) foi a
gue produziv uma concentyragao mals elevada de massa celular,
Igto pode ser dempnstrado se © equilibrio entre a TTO e a

TH0 sfo representadas respectivamente pelas eguagbes (46 ) :

=3
3
o
K

kya (0% - 0]

1 %
TDO = qy¥y & dpy¥yy
TPO = TOO

TR 2 UPTO) max.

e

“.a : coeficiente volumétrico de transferéncia de massa .
I
JEE)

i

representado por uma correlagfo do tipo k,a
pe ol ‘

n P bl "
{(Ve)', em unidaden de 8§ -~

. . " - ¥ 2 3
potaencia unitaria em n" /s ..

<
W

velocidade de ae ng em M/S8. :
ra{3m o o l}m«(zm + 1)

L4
e
9J
bR
§}
&
-
P

(3‘
i
r"&
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L
fL

e
b
D

qIX :
sagundoe pericdos ol
02/g de caélula)

Ky 8 Hpqp 3 densidades de massa celular atingidas no  pri

meirc e segundo periodos respectivamente,

S .
'+ demanda espe cifica de oxigénio no primeiro e
ne

ticos respectivamente MM de

De acbrdp com estas rel‘"oagf a malor velocidade de aera-
gdo superficial imposta no experimento 18/1 provoocou um aumento
em k.a e na [TTO)max., © gue permite incrementary a nassa celular

1 q

total formada no experimento 10/1 oon reiagéa an 10/2.

Bicossintese da Enzima

O0s resultados mostraram gue a ensima somente era sintebi-
zada em guantidade aprecidvel no segundo perfodo cinético. Em am

hos os experimentos, a enzima era apenag detectavel gqualitativa ~
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mente & 6% hora. No experimento gue se formou maig massa celu -
 lar, verificou-se tambem malor rendimento de enzima. Estes rendi-
mentos superaram amplamente zqusles obtidos em laboratdrio. { (ua-
dro I & II). Uma das causas pode ser atribuida a tensaoc de oxigé-
niv dissolvido no meio de cultura. EPEstas fermentagces procederam
com limitagdo de oxigénio e iste favoreceu a produgas de enzima .

~ as condicdes de agitagfio neste fermentador também podemn

ter asido responséveis pelo aunento da gquantidede de enzima.
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3. ESTUDD BM PERMENTADOR PILOTO

Prossegulu~se en fermentador pilotoc os estudos desenvolvi
dos em escala de laboratdric e banco. 5 resultados desse estudo
Sﬁﬂeﬁﬁritﬁﬁe discutidosa seguir. O guadro ILI, p. 3% wostra um re
sune do mesmoe o btanbom ob pat%m&trms cineticos, calculadoz me ~
dimnte anfilise de regressio, a partir dos dados expevimentals.Nas

Figuras 3 a 15,p.71 a 83%do apresentadas ag representagoes grafi-

a1

ces, em eixos logarltmicos-normals, da cinética da fermentacao.

Ciclo de Fermentacio

s fermentacoes foram feitas & temperatura de 30°C e ' pH
7.0, Empregou-se o meic de cultura baseado em 5@&& de maceracac
G &ilﬁa, ne qual variou-se somente a conca&txa@&b de glicose em
alguns experimentos e em outros  eliminou-se totadnente este Compd
nente, As modificagbes no contetdo de carbohidratos nio modifics
ram porém o ciclo de fermentagio. Este fltims foi em tudo andlo-
go ao obhservado nos experinentos am escala banco. Repetlu-se o
primeiro periodo de deslocamento do pH & valores menores que 7,0,
reguerendo-se o enprego de Ha0l neutralizante.

A freguéncia de consumo de neutralizante cém@gava aumern-
tar até atingly um valoxr mAximo, a partir do gual diminuia paula-
tinamonte. Depois de um periodo de estabilidade de pH, iniciava-
ze o ciclo de alcalinizagao do meio, sendo necessiria a adicao de
JCl para neutralizagdio., Este segundo pericdo apresentava tambeém
un mEXIMO . | .

0 reagente antiwaspuﬁénte era consumido, em sua malor paxr
te, durante o ciclo de alcalinizagao do meio.

A adigdo de Acido fenilacBtico fol sempre de 1,0 g/l efe-
tuada em etapas de 0,2 g/l, hora a hora. Neste conjunto de expe-
rimentos variou-se o tempe de comego de adigio de fenilacstico pa

ra estudar seu efeito na produgac de PAH.

Cindtica da Multiplicacdo Celular



Poi confirmada a existéncia de dois periodos cindticos,.ob

servados anteriormente na escala banco. Os parimetros das  egua-
¢bes que descrevem a cingtica no primeiro e sequnde periodos e as
conrdenadas deste mudanca foram caleulados mediante analise de re
gr&ss§Q¢ 08 resultados sio apresentados no Quadro TII,p. 5%e  as
curvas em graficos nas figuvas 3 a 15,
A independencia da rudanca ¢inética com respeite a presen
ca de glicose no mele de cultura ficou novamente confirmada , uma
e gue os experimentos yreallzados Com o meio de culbtura com  ma-
noy teor de glicose & agueles felitos com © melo sem glicose apre-
sentaram tanbim os dois periodos.

A respeito do valor de Pege © mespoe apresenta  uma  ampla
fniva de varisgio (0,0137 = 0,134 h™7

gquentes estiéo na orden de 0,03% e (0,060 aproximadamente. O porgue

j. Oz dois valeores mais fre

da variagdc nos valores de Y ndo pode ser explicado.pois n&o fo
ram . progranados estudos para pagguisar a variagio deste parametro,
as varilveisn das quais depends @ 0 controle do mesmo. Porém,& de
se notar que os axperimentos 150/4 e 5, em gua o cultivo foil suly-
metido a um programa de aeragho similar e a intensidade de agita-~
cio foi mantida constante, obteverge Of HMeESmOS valores de gy Pa
ra ambog 08 experimentos. ,

O valoy de'ﬁT tambham sofreu variagﬁm» Hos axperimnentos
em qﬁe foi caleulade, o intervalo de valeres fol de {(0,176~0,375),
portanto menoyres gue § max. _
' Considera~se a hipbtese gque os valores de By & By aste -
jam relacionados com a intensidade da turbulfncia no meio de fer-
mentagao. Na faixa de agitaggo a‘aerégﬁa e que foram operados
os dols fermant&ﬁotes, tanto a intensidade de aqita@&m come a8 ve-
locidade de aeracio apresentaram marcada influéncia sobre a  tur
buldncia local { 501}, _

por cutro lado, o programa de aumaento gradual da TTO em
fun@é@ do tempo, mantendo~ze a TDO em valores baixos,parmitiu o
controle da duragac de ambos pericdos cinétices. Nos exporimen
tos 150/6,.7 e 14 conseguiu~se praticamente aliminar o primeiro pe
riodo cinético.  Nos experimentos 150/9,10.11 e 15, procedendo  do

mesmo modo, conseguiu~se produziy a malor parte da massa celular



39

(65% em mddia) no segundo periedo. Porém, nos experimentos 150/4
,5:8,13, em gue se deixou atingir o valor maxime da TTO em poucas he
ran, foi produzida 58% em média da massa celular no primeiro perio-
do cinético

o aumento gradual na TIO foi felto variando~se somente a
raws de acragan, ou B58a nesma tara e a intensidade de agitagdo si
multansangnie.,

TTO

A figura 16, $4, apresenta a fungao : = f{t
) B ’ o [(TT0) 120rpm gL

1 v.v.m

para o efparimentos 180/4,5% e 13, enm que a producan de massa celu

lar no primeiroe mawvmio cinatico pl*ﬂﬁmlrau fronte ans 150/6,7 e
14 em que pratiaamente este nio existiu. Nesta figura representa-
v 1,988 0.66 & proporol o
ge © produto  H-&e V.V, gqus & proporcicnal a :
L.98_ 0.65 : . AT
12w VL LIl . : (TTOBLZOLE‘

1w,

guando sao desprezadas as variacoes na u%ﬁ sfo superficial do meio.

MAwima Massa Celular Formads

Hos Chﬁ&flmtﬁuﬁg feitos com uma intenﬁldaéé de agitagio md
wima de 120 rpm, a massa celular final dependeu da maxima taxa de
: aera@ﬁof loge da (TTO)max. para cada expsrimento.

A massa celular obtida no experimento em gue a aeragic a-
_tinqzu 2;0 VT foi de 9,45 o/l, sendo gue 08 valores medios para &
' gqueles feitos & 1,5 e 1,0 vvm foram de 7,55 & 5,40 g/l respectiva-
.ménteﬁ _ '

Neovamente B comprovado uma interrelagio entre a massa cely

lar final atingida e a (TTO}-max, no fermentador.

Bipssintese da Enzima

Verificou~se que nos experimentos renlizados em fermenta~
dor piloto, abicssintess de PAH somente se produz em grau aprecid-
vel a partir do segunde periodo cindtico e uma vez adicionado © in
dutor. Naqueies experimentos em gue o indubor foi adicionado a

c 8 - ne . : .
partir da 2~ hora de fermentagao, nao foi detectada a presenga de



snzima atd apds o comago, representado graficamente na figura 17 ,
p. 85. MNos ewperimentos nos quals o fenilac&tico foi  adicionado
“depois gue o segundo periodo achava~ge bem avancado, nao foi produ
zida a enzima ate a adigao deste {experimentos 150714 e 15).

O achmule da enzima segue wia cinética exponencial come se
pode verificar pelos tres experimentos citados, atraves da repre -
sentacho gréfica do logaritimo neperiano da atividade enzimbiica
e UE/ml versus o tenpo {(figura 173 .

Abicsaintose esth assoniada com a multiplicago celular
auando esta. cessa, a formacao de enzima cal rapidamente até se de
ter {Exp. 130/14) ou finaliza de imediato {experimento 150/158%.

Os resultados obtidos indicam concordincia com os publica-

dos por Voitisek e Slezak ( 6.
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4. MODELO MATEMATICO PARA DESCREVER A PRODUCKO DE PAH

Com base nog resultados obtlidog nos fermentadores banco e
pilete, fol proposto un modelo matematico para descrever a produ-

"

¢ao de PAH por B. ¢oli. 0 modelo proposto tem validade para o meio

de cultura e as condicdes de cultura e hidrodindmicas estabele
cidas nos fermentadores banco e pilloto.

Nesse modelo foi considerada a TT0 dada pela eguagao:

' #
RO = kja (Qx ~ O}, sendo
bl II ¥ g
K,a = J (2" sy, onde:
Kla = coeficiente volumétrico de transferéncia de oxige-

e
nio (8 7} .

e e 2,3 ) )
E = pokéncia unitaria m"/s”}), sem axr,

Vs = velocidade do ar referida & secg@or transversal do

fermentador (/).

_ - 2,3 o Ty
J = paramatro dado em {m”/87) {m/s) {s 73

0 parimetro J depende das propriedades do sistema mlcoyor-
ganismo-maio Ge cultura. Heste caso o gisﬁama se comporta  como
um Fluido dilstante com um indice de congistancia de 0,00111 di-
na/cmz,gl’s4 e um indice de comportamento recldgico de 1,54.0s ey
perimentos demonstraram gue & viscosidade aparente & da mesma  or
dem das solugles aquosas e gue os parimetros reollgicos n&0 se mo
 dificam no decorrer da fermentacfo. O pardmetro J ndo 2 afetado
§é1a viscosidade, mas & afetado pelaltensaa superficial do siste~
ma gue varia no decorrer da fermentagéo; principalmente durante o
ciclo de alealinizagdo. Neste ciclo hd a diminuicZo da tensao su
perficial com a formagao abundante de espuma, gue & controlada pe
la adicao de anti-espumante.

A TDO estd representada pela eguagac TDO = gX. De acordo
com os estudos feitos, a fermentacdo para a obtengio de PAH  deve
ser feita em condigdes de limitagao de oxigénio, ou seja, gue a

TOD deve ser nantida no intervalo 0 = TOD £ 5%. 0 controle da



TOD & feito mediante programacdo do aumente da funcdo TTO = § (&),
gque por sua vez & conseguida pela agdo sobre a intensidade de agi
‘tagio (E) e a taxa de aeracho (Vs). Consldera~se gue a saturagio
de oxigénio dissolvido (ﬁi} a T e P no meio de fermentacac perma-
nece invarifvel durante a fermantag&&;

A multiplicagdo celular, segundo o estudo feito, & contro
lada peld valor da concentragao de oxigénio disszolvido no meio de

fermentacio. A eguagdc gue descreve a cindtica de multiplicacao

celular proposta anteriormente & a seguinte

3 t T % . . [l o > Tt
ax _ 't {0y Oxz) . Moy {Ox OhII) By )
gt KI 4 {Ox - OXI} hII 4 (0% - QXII) KEHT£

2t

A fungao TTO = £ (&) determina o fim Jdo primeiro pericde
e 0 comego do segundo. Este segundo perilodo cinético dura até
”que.ﬂx tagdﬁ a QXEI ou até o esgotamento @ﬁ prim@ixo nutriente eg
sencial (B ). _ _ ' _

Os valores u' e u . sdo fungoes de mals alguns parimetros.
Hipoteticamente lhes & atribuida a mesma dependéncia funcional
com a intensidade da turbuléncia iocal; porém nac se tem evidén -
cla experimental do fato.

O estude dablossintese da enzima indicou gue esta somente
& produzida no 20 periodo cindtico e apds adigao do indutor.

A cinetica de formagao da enzima & exponencial, ficando
azsociada ao crescimento celular. Uma ver finalizada a multipli-~
cagio celular, cessa a produgac de enzima. '

Com bhase nos daécs axp&rimentais; propés~se tres eguagces

para descrever a biossintese da PAH:

? = DXFA exp.{:B ?II (t - tFA)]

¥ oz D}{FA exp. EB {u max. HII) Moy + )]

FA
Y = DX, exp. EB (n max. = yp) (£ - tm}]

{t

onde «

¥ = goncentragao de PAH. (UE/ml)
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tpa = tempo de adicao de fenilacdtico (h)

XFA = massa celular no momento da adigao de fenilacdtico.
g/

U Max., Ugp 7 velocidade especifica maxima de crescimento.

e do segundo periodo, respectivamente.

As condigoes para a validez destas aquagéas BA0

para tp, { g tpa Tt
r e ‘a}' .
fpn = *1
ara t.. 2 -
para tp, < ty tra FA
Lon = Fpp
para tFA,;3 tII - Y = D

toy & atingido quando Ox wmwwm»‘ﬁxzx o Ei s 0
A primeira destas squacoes considera simplesmente gue 3
producio de PAY depende da densidade celular no comego da produ -
-gﬁo o do incrasmento relativo ém massa celular (In xII/XFAj duran-
te o periode de sintese. As outras duas eguagdes introduzem o g
feito de maig uma varidvel na producio de PAH. Esta varidvel & a
veloeidadse especifica de crescimentc no segundo periodo (ulzia e

acordo com as fungles propostas, quanto menor o valor de Uqy maior
2 a guantidade de enzima sintetizada, para iguais valores de
XFA e In {XXXFA), Cuando ng se iguala_a Y max. nao se tem aclhmu
1o de enzima, sendo Y = D, o conteldo natural de PAH nas celulas.,

Quando 0 a produgio de PAH teria de ser maxima,porem como

Hry
cessa o crescimento celular cessa a biossintese de PAH. Desds gue
foram obtidos diferentes valores de y.. nos experimentos feites
e como foi comprovado que no periodeo de répido crescimento prati-
camente nac se tem @ biossintese de PAH, introduziu-se a hipbOtese

de uma'dependéncia entre o valor de u., e © rendimento em PAH.
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Para testar os tres modelos propostos, tomou-~se um conjun
to de dados provenientes dos experimentos em fermentador bancoe e
‘pileto, Os experimentos foran escolhidos pox terem sido realiza-
dos smeondictes praticamente padross. Agueles correspondentes ao
formentador banco {10/l e 2} foram feitos com agitagdo de 390 rpm
e dois niveis de aeracado (1,0 ¢ 3,0 vvm). Os escolhidos da fer -
mentacio em escala piloto foram feiltes com agitagao maxima de 120
e e 4dols niveis de aaraggm,-l,D ATatid {15&}4; 5, &, 10, 11, 12 ,
13, 14 e 15) e 1,5 wem (150/6, 7 e 8). |

Para os soxperinmentos considerados, utilizando-se o3 valo

yes de Mgy ¥ caloulados por analise de regressac, oz valores

ix
de ... e Y. determinados experimentalments ¢ o tempo de adican
Iz iz 3 & 5
de fenilacético (t..)}, determincu-se os parsmetros X &
FAa Pa
[ -~ t.. 3. Para aguelas fermentagoes gque nace se completaranm,ou
1T R 4 4

seja, nas guais naoc se obteve uwm valor final constante da massa

~peluiar X caloulou~se este valor atraves da éguagﬁo cinética

11’ )
. . = I . -
in Aoy Clll Mop (tII_ ﬁI};
onde tzr representou o tempo em gue a fermentagao fol interrompi-~

da. O i§§axvalmﬁ de Yipyr tFA’.(tII = tpg) e ¥g; foram de 0,0137
a 0,134 h ~, 2 a 17 h. 4,% a 20,0 L, §,22 8 1,86 U/nl, respec~
tivamente. _ ' S

A5 tres eguagoes foram transformadas a équagﬁes lineares
para ser feita a andlise de regressfo das mesmas (19),
A primeira delas ndo deu correlaglo. A representagdc yra

; Y
fica de in mw$££m versus { U max. “'HII} pii{tll - tFB) correge

A ‘ oy
pondente & segunda equacac e a de In MMXEE_W versus {(u max.—y,..)
Fh

(tyy ™ tpy) corvespondente a4 Ultima sdeo apresentadas nas figuras
18, p.86 e 19,p.87 e Os parfmetros calculados de ambas equagoes
estao apresentados no Quadro IV, p 61 .

Com respeito a 2& equacido, © conjunto de experimentos po-
de ser subdividido em dois subconjuntos através dos guails obhtdm~
se os coeficientes de correlacac des Ty = 3,666 o Lo = 0,938. Uom
binando~ge oz dois conjuntos, obhtém~se um coeficiente de correla-

gao de r = 0,177 o gue indica gue a probabilidade de gue as varid
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veis propostaz correlacionem & menor gue 90%.

A terceira eguagao, representada na figura 18,agrupa tam-
péEm os dados experimentais em dois conjuntos cujos coeficientes
de morrelagégwﬁﬁo de r, = 0,549 ¢ r, = 0,877, (Ouadro IV),

O coeficiente de correlagao correspondente aos dados expg
rimentais dos dois conjuntos & de r = 0,713, podendo~se assegurar

com 99% de vonfianga a relagkoe funcional entre as variaveis pro -~

4

+

postas. _
ne acorde com as conclusGes da anidlise de regressao (53 )
pode ser descrita a cinetica da bicssintese da PAH, mediante a e~

SOELEGY:

¥IIx 0,097 XFA expgg:ﬂglﬁ5 {0,457 - QII) (tII - tFAi]

e

\ 0 valor relativamente bailxo do coéfgai@nte de correlagao
Caggim come a amplitude dos intervalos de confianga para og ccelil-
cightes da eQURGAD. 530 qustificévels se considerar a variabilida-
de inerente a0s:experimentos biologices. Deve-se tey em  conta
"qu& para as mesnas condicoes de aeragac de 1,0 vvm e 120 rpm che
tem~se um intervalo de variagao da massa celular entre 2,81 e
8,11 g/1 . Além disso, somamse as imprecisdes correspondantos
ao cAlculo prévie dos parametros cindticos e o érro  introduzido
nag determinagdes experimentals.

0 modelo proposto permite projetar a fermentacio, orien -~
rando~se a mesma & produgdo de PAH., A equa?%w da winética desen~
volvida permite predizer os rendimentos de enzima nas fermenta -
¢Bes e tem utilidade nos estudos das condicdes hidrodinamicas na
fermentagao, a fim de melhorar a producao de PAM, bem como para

estudos de ampliagdo de escala.
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5 P”?uIﬁCﬁO DE ESCALA DOS RESULTADOS DBTIDGS EM FERMENTADOR BarCO.,

Ds critfrios para ampliaczo de escala em fermentacao sub

mersa tem sido revisados por diversos autcores, tals como Aiba &

colaboradores { 1 ), Wang e Humphrey { 61) o Oldshus (38 }x Para
- o

reactes gquinicas controladas pela tran naferéncia de massa na fase

1iguide, Miller { 33;34 ) apresentou estudos bastante  completos
iado de escala. No entanto, exislte pouda informagao
e exemplos concyetos de mudanga d@_escaia aplicados a produ -
caco de enzimas.
Heda e colaboradores [55 ; 57) publicaram informagoes sg'
bre escalado da fermentagio pars praduqéa de Ribonuolease N1 em~

pregando Heurospora Crassa. 0 critério Q“Tab@léClﬁG por esses au

tores consiste na a,uﬁenoa@ da mesma intensidade de ag&tagaa no
modelc e no prototipo, <ju‘ﬁ1ﬂd0“ a aeragac para manter a con -
centracio de oxiufnio dissolvido em nivel Otimo. O estude fol fi
o em sistbemas Que nasc eram geametricamaﬁta similares,passando~se
de frascos agitados de 500ml a um formentador de 30 litros. A in-
tensidade de agitag&a aos &ois'sistémas foi igualada, determinan~
do-se o grauw de digpér550'de emulsées diluidas de tolusno - tetra
cloreto de carbone em agua. 0 grau de dispersio foi ajustado

determinando~se o didmetro médic das gdtas. De acorde com 0S8 €5
rudns de Park e Blair (3% ), scbre & distribuigao de tamanhos de
gbtas en dispers Ges diluidas, em tangues agitades, a ruptuva  das
gbtas somente ge prmdu“ em uma regiio muito proxima & turbina. A
ums distincia maior gue D/6 j& nao se produz mals ruptura. Oldshue

{38 ), pox outro lado, stabaleceu experimentalmente gue © gradi-—

ente de velocidades em tangues agitados compreende somente uma 29
na muito préxima ao agitador. De seordo. com esgses conceltos 0

critério de igual intensidade de agitacgdo, baseado no mesno diame
tro médio das gbtas, corresponde ao critério de igual velocidade
tangencial na ponta do aglitador ou igual esforco de corte causado
pelo acltadar, Nas revisbes de escalado esse critério estd condi
cionado a manutenqao de sinilaridade qeametrica entre o modelo e

o prototipo. Porém, o fato apontado por Park { 39} de que a rTup
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tura das gOtas somente se produz em uma zona proxima ac agitador
e o5 estudos do dildmetro médio das gbtas felto por Bates e colabg
radores { 5 ) indicariam gue o mesmo goﬁeria aer extendids ao ca-
so de tangues agitados sem similaridade géamétricaq Bates, nc es
tudo feito em tangues com diferente relagao /T e forma do agita-
dor, moncluiu cue o difmetro médio das gbtas 2 inversamente pro-

porcionzl a velocidade tangencial elevada.ao expoente 1, g, nao

cendo afetado pelas outras duas variaveis.

Para caracterizar a intensidade de agitagio pelo diametro
médio de Sauter i&ﬂm}'das dispersoes diluidas iiquide~-liguide, as
correlacoes existentes revisadas pox Calderbank [ 11; 12) indica-

ram uma relagdio funciconal 4o Lipod:
“(y, 4

i

AP SV) ﬁn,'an&e:

P
p/V = poténcia por unidade de voluse
fracdo da fase dispersa.

-0, 4

=
1

v de consideragdes tebricas baseadas

o

termo (P/V)
na teor ’%.iocal cle Kélmecaroff,.aplicada ao caso por Shinnar (4% .
Na garaci@xmracae das dluPQfSQQS a iqgual Dgy. este critario cor -
r@%pﬁnde ac de igual P/V entre modelo e prototipo, considerado mas
revisoss classicas para sistemas geometricamente similares.Mlynek
e Resnick-{ 36) obtiveram o mesmo Lo, & igual {(P/V) em tangues on
de se variou o difmetro e as dimensoes do agitador.,

A determinagac do Doy € tangues de diferentes geometrias
tem sido estudado maisg recentemente por Brown e Pitt ( 10}, que eg

tabeleceram uma carrelagao para o DOM’ dada pela egquaao
] )

0,6
D = O e , onde tc & o tempo de circulagao, dado
SM pELC -
2/3 ' ' 8/3.
SPRRU A RN S T
pela relagac tC = —j 55 5

Neste trabalho, o fermentador foi operado numa faixa de
rotacio proxima a recomendada pelo critério de igual  velocidade

tangencial, extendendo-se 08 experimentog'a maliores e menorss ro-
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tactes a fim de cobrir os valores c&lculadm por cutros critérios
{Ouadro VI, p.63 ).

Uma ver satisfeita esta primeira condigao, ajustou~ge a
maxima taxa de aeracads, a fFim de manter o mesmo cneficiente volu~
metrico de T &nsfer%mcia de masca (mExime) nes unidades banco &
piloto, mantendo-se a tensho de oxigfnio dissovlvido préxima a ze-
ro.  Este ﬁltime aspacto, referente ao ajuste da TOD, fol condi -

o necessaria para a produgac de PAH de acoxdo com o estudo  fej

w}

to em escala de lebuoratdrio e banco.

Os &xparjmﬂnfmﬂ feitps mostraram que o maximo valor Qu@
se obtan de kla, pctd relacionado com a massa celular final obti-
da na fermeﬁtaqﬁa, om axcessa G nubrientesn.

Foram feitos no fermentador piloto experimentos. varian -~
do~sa o velocidade tangencial entre 0, 43?égvt%20 530 m/s,Faixa de
aproximadamente * 20% do valor da operaghio no modelo banco. Vari
Cou~ne as wvelocidades de seragac no intervalo de 0,536 x 10 2<g
vs& 2,144 x 10 %m/s. |

Procurou~se éstabelecer alguma“zelagﬁa entre og dados exn-~
perimentais obtid@s*“e as correlagéﬁs exiztentes na literatura
com base no critério de igual coeficiente de trangimruncla de mag
sa entre modelo e prototipo. Os experimentes considerados neste
eztude Foram 020041, 150/1, 2 & 3 ¢ o wvalores medics dos  150/7
8 e 9 e 150/5, 6, 11, 14 e 15. |

A respelto de kla, tem sido apresentadas na literatura un
extenso nimero de correlagoes. Uma ampla revisao das mesmas Lol
feita por Sideman e colaboradores {50 ) e Calderbank { 13 1.
Estas equagBes relacionam k,a ou g com a intensidade de agitagac
e a taxa de aevagdo. O fato de gue algumas expregsam © valor de
klﬁ e outras o de s se deve a gue, guando o grau de dispersao &
tal gue o difimetro das bdlhas de ar & suficientemente pequeno pa
ra gue estas se comportem como esferas rigidas, kl permanece consg
tante mesmo a elevados gradientes de velocidade. Isto fol comprp
“vado nos experimentos de Calderbank e nas deducoes feltas por Hy

man (26 ). Porém, estudos mais recentes como o de Prasher | 42 )
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e de Miller (35) indicaram que Xk, & ums funcho do difmetre  de
Sauter da dispersao ouando este ultrapassa um certo valor,as bo
-1lhag nic se comportam como esferas rigidas, provocando um aumento
no yalor @ﬁ”k}, '

De acordo com og estudos de Wevtertep (62,63)posteriormen
te confirmado por Hehta e Sharma 31} & Loucaides e Mc Manamey

{ 30, Qistinguem~-se duas zonas de influngia, uma em que k,a de ~

1
pende da intensidade de agitegdo e a taxa de asracao e cutra arm
gue predomina a intensidade de agitacio, sende que a taxa de aera
clo nio tem efeito sobre kla, Nesta Gltima zona, a Area interfa-
cial & proporcicanl a NDT ng; poren essa relacdo nac corresponde
i faixa de experimentacio deste trabalho
Para as aenﬁlgaag deste estudc, noe gual =& tranaferanacia

de massa depends da agitacio e da aeragao, foram consideradas es
-”Ofr“1“§5ﬁ$ desenvolvidas por Cooper e colaburadores {(18), Yoshi
da e colahoradores { 64; 65) e Calderbank {11).

| A correlacio de Coupsr expregsa o valor de kla medido pa-
1o mitodo do sulfito, em Fungdo da poténcia por unidade de volume
com meracao (Pg/V) e velocidade de seragac associada a secg&ctrag;l
versal unitdria com aeragac Eg§ entre 0,74 & 220 W/Eg para uma

Y entre 0,17 x 18‘2 e 3,05 x lﬂmz mjs g para volumes de Z, a

8.500 litros, sendo a relagdo kla = C {Pg/v}g 95 450,87 g COXTe
lagio de Yoshida, tawbé&m determinada pelo nétodo do sulfite, rela
ciona kya com a poténcia por unidade de volume sem aeragio (P/V )
2 Vg, nas faixas de E{0,30 -~ 32W/Kg), Vs(0,08 x 107% ~ 0,72 =
10“2 n/sy e V{2,% « 40 1), sendc = r&lag&c kla mC{P/V}Q’SGGVS

Posteriormente, Yoshida apresentou uma correlacao para a

d,668

area interfacial, calculando a mesmna nediante a determinagac por
absorgac de Co., en alecalis. Tanques geomctricamente gimilares a-

presentam uma correlagac do tipo a = C(&D} boyg0e 7o

Ve (0,16 x 1072 ~ 0,76 x 10 °n/s) e E(0,26 - 5,25 W/Ky) e para

vi{2,5 - 160 1}. <Calderbank apresentou uma relagéc do tipo a .
Ciygfv}a,éﬁ_vSOfSQ
Vs até 2 x 1077
minados pela técnica de 1nturfaren¢1d de luz.

paxa

sendo a mesma desenvolvida para uma faixa  de
m/s, Eg{0,25 - 5,25 W/Kyg) = os valores de g deteg
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Desde gue as faixas de aplicacac destas norrelagoes cor -

.

respondiam total ou parcialmente &s experimentadas neste traba -
1ho, com excecho do intervalo de poténcis unitaria estudade  por
coopeyr, as mesmas foram testadas para O puperimentos no Lerments

dor banco e og citados previamente para ampliagio da escala pilo-

4
e

Para desenvolver este estudo, fol necessario determinar

ﬁxperiwﬁﬁ*alhait@ o nhmero de poténcizm Np = P e o fator
mB DE
B ol |
Sentn Lo Bad s amhos o8 o S 1imh
de potancia ¥ o= S , pois ambos os gsistemas nac tinham a
N™ B ' '

configuragao geoméetrica padrao de Ru ht@m@ Gz resultados calcula

<

dos para o intervalo em que Np e ¥ sao independentes 4o nimero

de Reynolds, encontram—se no Quadro V., p. 62 . Eates dados eshac

muito prowimos aocs apresentados por Bataes o colaboradores{ 3 ;4 )
c

Pranl
i

aito das carpcoterlistlicons geomatricas dos agita

dores sohre a poténcis de pgitagac. Confirmou-se O fate de que
@

a relac#o DT praiicam&nte nag afeta o Hp no intervalo 0,07< Wh £

0,10. Esta cbservacio & havia sido comprovs da experimentalmente
por Brown (10 ). o

- : - : - 2/3

A relagio entre Np e W/D esta mals proxima a WMo o {W/D) / R

recomendada poy Brown, do gque & Npa (/D) , dada por Bates. 0 Ffator

para o chlculo do Np pava duas turbines cujo valor & 2 coincide

}.W

com o de Bates, para H, - H > D. A relaciéo Hp = F (Hlfb) e a-
proxima a aprementada por Bates. ‘ '

#

Mediante esses valores de F, calculou-se E, corresponden-
te aos experimentos na gscala banco e pilloto. Neste cilculc, le-
vou~se am conta as caractefﬁgticas dilatantes do meio de fermenta
cho, cujos parametros reolbaicos, determinados experimentalmente;
estio no Ouadro VII, p.64 . Os dados experimentals mostram que
dentro da variabilidade deos experimentos, as caracteristicas reo-
18gicas do meio nio mudam na farmgntagég. ¢ as células nao contri
buem & reologia do meio. Calgulou-ss © nismers de Reynolds para

as condicdes de operagio, pelo método descrifo por Metzner e Otto
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& extendido por Calderbank e Moo-Young | 14,07 ).

0s valores de Re para todos os experimentos ficaram acima
de 1,0 = lU@,'Qna& Np @ independentado nimerc Reynolds., 08 valo=-
res raloulades da poténeia unitiria sao apresentados no Quadro
VITI, p. 63, sendo que os mesmos foram empregados no estudo  das
correlagbes de Yoshida. '

Para o estudo das correlagtes de Conper e Calderbank Foi
precise obter a estimativa da poténcia com aeragac, nos fermenta-
dorag. Pava o ¢@lbule de poténcia cor asragao em fungaoc da potadn
cia aplia&da no licuido e da velocidade de asracdo fol empregada
a correlacao desenvolvida por Pharamond = colaboradores {41 ). Es
tes autores revisaram os estudos feitos por Chyama = Endoh (37 e
HMichel e Miller ( 32) para ¢ gilculo da poténcia cow aeracan e
-cmﬁclgiram que & correlacaoc de Chyama e Enddh @ inaplicdvel, sendo
que-a de Michel e Miller @ correta, porém aplichvel somente para
formentadores atd 22 litros e velocidades de aeracio superficial
entre (0,4 x 1072 = 0,71 x 107% m/s). Estes autores desenvolve -
ram ainda uma correlagio propria, aplicivel no seguinte intervalo
dea cmndig&egq Vt{U,SC “ 1,63 mfs); Vs {l,08 x 10“2 - 1,4 10“2 m/ssh:
V18,7 = 785 1). Wio foi estudado o efeito das variaveis geomé -
tricas sobre a poténcia com agragio, limitando-se o sistema 3 con
figuragio geomdtrica padrdc e uma sd turbina de disco. Obtiveram
a poténcia com aeragfo (Pg) dada por Pg = KP, sendo o fator K da-
do pela seguinte correlagao:

I~ K = 1,6 O vum Dﬁfﬁg
6,30, K = 0,45 ~ 0,50, ,
B vvm & a vazio de ar em volume de ar, por volume de ligui-

0,63 0,623

para O vvm D <L00,30, para Q vvm D 3

do por minuto.
Os walorses de Eg calculados por esta carrelagém sac apre-

sentados no Quadro VIII, p.65 . i

' Para o teste das correlacdes, efetuou-~se uma andlise de

regressac sobre as saguintes equactes linearizadas

1n Ly

23

Cooper (k,ai = 4+ n ln Vs



X

¥Yoshida (kla) : In R — = C 4+ n ln Vs
L3 666
1«
. XT T P . T
Yoshida fa) s in il o =L+ o0 dn Vs
LG, 260 ’
E
. XTI .
Calderbank (a) r In Yo = 4 o In Vs
Equ’iﬁ

Oz resultados s80 apresentados no Ouadro IX, p. 66 . 0Ob
rerm-se uma boa covrelagdc entye as vaviaveis. Os valores dos g
ficientes de correlagio chtidos indicam gue existe correlagio

- nas relacdes funcionails propostas, com um nivel de 99% de proba-

nehtes de Ve ge afTastan dos valores sncoen

¥
kS . drte

 bhilidnde., Porén o ox

trades na literature.

Pe acordo com as revistes de Sidemsn e de Miller,na fad-
xa de experimentacas deste trabalho, o tipo de distribuidor de
ar no fermentador e o regime de forma o das bolhas 3 saida ao

Cmesmo  tem muita influéncia no difimetro da bolha de ar, logo  s©
hre @ e zobre k.. Para os mesnes valores de B e Vs, com diferen
o 1 = —

tes tipos de distribuldores de avr, obtem-se di 28 valores

Ge klau Desde gque nas correlactes testadas, 05 aw

vam tinmos distintos de distribuidores , foi seguida a recomenda~
: : . e

&
toYes enpredgas

ciao de Perez e Sandall { 40),, ou seja, introduziyr como variavel
a velocidade do ar referids a area total dos orificios do distri
buidor {VSA}, A analise foi refeita para a nova variavel {(Qua-
dro X, n.67 3. obtendo-se valores de v tais gue asseguram exis -
tir correlac#o entre as varidvels propostas, com uwn intervalo de
59% de probakilidade. Com respeito 208 valores dos expoentes de
VSA obtidos, com excggﬁu da correlagao de Cooper, esies Ssg apro-

acH
wimpm muito mals aos apresentados pelos autores. Para a correla

. 1,2
cae de Cooper, os valores obtidos de Vs*f‘?

vsA1f96 indicaran
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: = 0,95 _~ =« - -
‘gue esta sguacao com Eg > nac 2 recomendavel para mudanga de eg

cala.
Atribui~se isto ao fato de gue o intervalo de Eg, estuda-
-ﬁa-pcr Cooper, estd acima do considerado neste estudo, ou seja, a
faorrﬁiaqaﬁ de Cooper atribui um peso muito malor a dispersao do
%ar pxmvmaaem pelo agitador do que realmente se obtén nestas condi
cles experimentais, '

{om respslio a caxrajdcaa PRTE xla, proposta por Yoshida
{fig. 20,4

guindo~se correspondéncia entre o8 da&ﬂ dwﬂre expearimento e 05

B8, ohtém-se um expoente para V de n = {3,668, conss -

detsrminados pelo mgtodo de sulfito nmr este autor. Com respeito
& equagac de Yeshida, para determinacido da Area Ln"arfaaial,o va
Clor obtido de n = 0,5) difere do determinado por este autor, porém
coincide com o proposto por Calderbank, o gue confirmaria a inflg
éncia da geometria do distribuidor no regime de formagac das  bo-
thas. | | |
Com respelto a equagac de Calderbank (fig. 21,p. 89 ) den
Vtro da variabilidade dos dados experinentals, © valor obtido para
n cfi wcide com o proposto pelo autor. Considerando os resultados

ht

2

O .

idos, pode-se admitiv a viabilidade do meatodo do snlfito para
chloulo das condicgfes de operagido na mudanga de @scala,poremn ef
tas podem ser previstas pela coryelaca o de kla dezenvolvida noxY

Yoshida ou a desenvolvida por Calderbank.

Essas correlacoes podem sey aplicadas em ampliacao sem
_\manter gsimilaridade geométrica. O empregoe destas equagtes deve 1i
- mitar-se ao interxvalo de E e V an estudades, devendo ser mantida,
tamb@m, dentro gde valores limites, a relacdo entre a secgao trang
versal do fermentador e a secgao total dos orificiocs do distribul
dor dada por mo %/4 {Dc)z,_onde Do & o difmetro dos orificios o
gual deve ser mantidc entre os valores de ambos fermentadores =
mo & o nimero de orificicos necessarios. |

A mudanga de escala podera sex desenvolvida ainda modifi-
cando~se essas variiveis pelo emprego das eguagoes completas para
a, a frag%a de ar em volume ()} & o hsughxnz~ﬁor Calderbank e cor
rigidas por Miller. Este introduz correcoes para os efeitos 4o



Cdiametre e forma deas bolhas de ar em kla e a aeragan superficial,
provocada pelo efeite de aspiragdo de ar pele agitador a walorves

cplevados de Vi,

CAn&lise dog Rendimentes de PAH parg as Condicoess Dxporimentadss

.ng Fermentador Piloto.

Para testar o efeito da mudanga da intensidade de agita-
cac e de aeragdo sobre a produgac de PR, foram comparados’ os va-

lores de producio de PAH obitidos nos oxpesrinentos 2001 & 150/71,2

e 3 com 05 previstos pels eULACED:
Y = 7% 53 ; VEESRT (+ I
_Y 0,087 RFR QRED. _[}},19& {0,457 LIK? \in LFa}i}

De acordo com o resultados apresentados no guadre X1 ,p.
(68, pode-se comprovar gue nao existen diferengas significativas
Centre oz valorves dos experimentos Zﬁﬁfi a2 15071 & opB calonlndos
pela eguacio, a wa nivel de 90% de probapilidade. O mesmo aconte
Cee com o experimento 150/3 indicendo gue a Vs pode ser  aumentada

_iaté_valerﬁs de Z,144 lﬂfz m/8, semn alterar o5 :eﬁﬂimmntas da?&ﬂ,

A respeito do experimento 150/2 sxlstem diferengas, o i
as mesmas devem ser atribuidas a outras causaes desconhecidas & in
dependentes da agitagdo, desde gue nio existiram diferencas entre

op resultados obtidos operando o fermentador a 175 ypm {exp. 200/
g 150/1) e a 120 rpm. '

Com base nos experimentos feitos, podes conclulr-se que &
Cintensidade de agitagao pode ser aumentadsa agé Ve = 0,63 n/s, v
Cque permite aumentar Eg, reduszinde simulitsneamente a taxa de aera

Cgao.
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CONCLUSOES

-

_ 1. O estudo da 1¢rmwnta¢39 de E. toli para prcdu¢§s e
CEFARM indicou a conveniéncia de degenvelver a mesma mantendo a con-
faentxagg& de oxigénio dissolvido limitada.

2. a fermentacho em meics hasseados em Zgua de maceragao

S de mi 1“0 transcoyre com dois periodes cingticos ewponenciais, sen
dp a passagen de um para outro uma resposta & limitagdo de omlyé-
?nim, o -

3. A welocidede especifica de crescimento no primeiro po

" ricdo & bem maior gue no segundso, pwaendﬁ atingir o valor MAXI I
L o gL e . , o
Cde 0,457 h . Ambas apaventemente estao ligadas a intensidade lo

Ccal da turbuléncia no fermentador.

4. O modele wmatendtico proposto poy Tsao e Hanson para ol
;nptfc exponencial com esgotamento sucessive de nutrientes estimy
lantes pode ser ewtendido ac cazo de limitacio do oxigénio.

5, A massa celular mawima formada nas fermentagdes & prg
ipmrcional {em exceszo de nutrientes) & taxa de transferénoia de e}
xigeénic mixima no fermentador. )

| §. O incremento gradual da tazs de transferéncia de oxigé
- nio, combinade com o controle da tensao de oxigénio dissolvide
: permitiu ccﬂ rolar a duragdo relativa dos periodos cingticos
7. 0 actmule de PAH somente se produz uma vez adicionado
 0 indutor e guando a velocidade especlifics do crescimento atinge
valores menores gue B max., sendo malor guantso menoy o valor de
Mg a,prcduﬁﬁo segue uma cinética exponencial, De uma an&lise
das variivels que intervem né procesgso foi possivel desenvolver o

seguinte modelo cindtico para descrever a formagac do PAH:

Y = 0,087 X, exp. | 0,195 (0,457 = uyp) (tpp = tF&q
&

8. Nos intervalos de variaggo da intensidade de agitacao
e da taxa de aeragao ehpeVngnLaan, a TTO & proporcional a potén
cia unitaria exponenciada a nﬂE ) e a veloclidade de a@ragﬁo rela-
tiva a secgdo transversal do fermentador com exponencial de
n(vsh). |

x

Foi realizada una ampliacdo de escala desde um fermenta
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‘dor escala banco com 10 litros de meio, até un fermentador piloto
‘com 150 —~ 200 litros de meic de fermentagao. Nao foli mantida  si
‘milaridade geonétrica entre as duas unidades., O critério aplica
8o foi o de manter na mesma ordem a velocidade tangesncial no mode
:le 2 no prototipo, igualando simultaneamente o (TT0) max. em  am-
‘bas unidades.

| | 9, Foram testadas as correlagoes da Coo?er e Yoshida para
o coeficiente volumdtrico de transferéncia de massa (K a} 2 ag de
‘Yoshida e Calderbank para a érea interfacial. A corre lagéo de
Cooper & 1n*w11uuvel na faiwa de condicdes de operagado experimen-
tada. As condigoes ensaladas no fermentador banco e piloto podem
ser descvitas pelas eguacoes de Yoghida para kla.au a de Calder =~
‘bank para a area interfaclal, desde gue nas mesmas se substitua

Vs por V a velocidade de aeracio associada a secgao total dos

sa’

orificicos do distribuidor.

| 10. Na substituigdo de Vs por Vg, © expoente n obtido coipn
cide com as correlactes de Yoshida e de Calderbank para a, provan

do a influéncia na area interfacial e na-tranaferénaia de MAsEa

o regime de formacho das bolhas de ar.

B 11. A fermentagdo podc ser ampliada de cﬂcala, projetando-
se as condigoes de oygragaa mediante as &quagags modificadas de
Yoshida para kla ou de Caldgerbank para'gf desde gque seja mantida
‘& mesma relaglo S/SA e o difmetro de orificios do distribuidor
(Do) da mesma ordem.
| 12. Esta ampliagac pode ser extendida a fermentadores Jgue
CNA $m3am ‘gecmetricamente similares.

13. Foram Lcmparadas os rendimentos de PAH Qb?ldos experi~.
“mentalmente, para um intervaleo de VE(0,432 - 0,630 m/s), com o8
previstos pelo modelo cingtico de produgic de PAR. Nao se encon-

traram diferencas significativas a um nivel de 90%. A velocidade
“tangencial (Vi) do agitador pode ser aumentada ate 0,63 m/sg, dimi

“nuindo substancizlmente a vazao do ar.
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QUADRG  IX

Experimentos em fermentador banoo

Experimento 10/1 10/2
Casragac maxima  (v.v.m} . S P 1.0
agitagao < Ax.p.m) ' 390 330
-] . s -
Uy { ™3 : 0,457 0,250
desvio padrio,  Slg g 0,015 0,011
constanta da eguagdo L= Cp 4+ M4t ~1,314 ~0,131
8Cy - 0,077 0,045
coeficiente de correlagao ¥y 0,5956 0,9874
My 0,0652  0,0463
SHeg Q,G6067 G,0069
Cyt o | 1,394 1,124
5Cy7 - 0,075 0,061

YT ‘ _ 0,8696 0,9396

Coordenadas da mudanga cinética

Xy (a/1} 6,33 4,09

ty (h) 6,51 6,16

magsa celular final Xyy _: 10,66 5,13

tempo total para atingir Xyy, tyy 14,92 11,04

tempo em gue se adicionou o fenilacético 2,00 2,00
tra S )

Produgac de PAH Yr1 (UE/ml) 1,60 6,60

Cyrr (VE ) 0,150 0,117
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;.ﬁﬂélige de Regressan das Equa¢5e$ Propogstas para

Quadro 1V

&1

a2 Cinetica de

Paranetros

Producio de PAN

EQUACEO

ln{yIIfXFA) = Ind +

infy Y=inh +

II/XF&

B HE ALY . e A Lm" A S M".
Bl op omax Llljgiiiﬁil tFA) Blumay QII}(LLI ﬁﬁh}

CONFUNTD T .

B

4B
- Intervalo de
confianga p/
S0%

Iinb

Slni
Intervalo de
confianca p/s
S0%

o §

8 ﬁxparimantmé
3.,235%
1,281

T 1,304

i

1,840
0,322

tn, 338

0,666 10,666 /953
de confianga

& experimentos
0,240

0,028

I og,028

(,144

T oo,147

¢,949 ¥z 0,834 p/f
98% de
confianga

L CONJUNTO IT

5 experimentos

5 enperimentos

B 4,598 0,212
b4 0,763 0,021
- B + : +
Intervalo 90% - 0,723 - ,021
inD ~3,631 © 2,826
5ini 0,263 0,125
Intervalo 90% + 0,249 T o.118
rZ 0,838 ¥ 0,934 p/9bB% . 0,877 r=0,35% p/
de confianga a4%  de
confianga
CORJUNTO 13 emperimentos 13 experimentos
{I e 11}
B 3,182 0,185
S5 1,781 0,053
Intervalo 90% +0,668 + 0,052
inDh -1,783 ~2,331
SinD 0,529 6,291
Intervalo 390% + 0,542 + 0,302
r 0,177 0,713
r>z 0,407 p/ %0% de rz= 0,708 p/ 99% de
confianga confianga




QUADRO V

C Calculo do nimero de poténcia ¢ o fator de noténcis unitiriaz

- ) o
Condicoes @ agua a 20°C

Modelo tipoe fermentador banco., D = (.1l m

2 2 .
Re ¥ 100 P {vatios) A /53} mp E
1,65 0,443 4.015 | 11,29 15,68
3,17 3,321 0,109 11,95 16,10
4,75 10, 856 0,354 11,57 15,49
Ho= 11,6 ¥ o= 15,8

P :
todelo tipo fermentador pileto. - D = 0,085 m

Re X 10° P (vatios) B (™ /.3 N, P
2,72 2,685 0,306 11,18 14,95
3,66 5,771 . 0,660 5,50 13,27
4,63 11,412 1,304 5,66 12,94
5,50 20,311 © 2,321 10,29 13,79
6,31 33,580 3,840 11,24 15,05
7,31 46,092 . 5,268 10,02 13,31

N, = 10,4 F o= 13,9
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QUADRC VI

CCaloule des condictes de operacido no fermentador plloto baseadas

“nos dados do fermentador banco para os critérios de ampliacdo da

Fermentador banco ¢ agitagdc : 390 rpm.
Critério de ampliag@io de escals Eayeits
ITguzl poténcia unitaria 181

Togual velocldade tangencizl no

3l e C 14l
auitador

Igusl D3M sagundo Brown e Pitt 142




 QUADRO VI

4o neio de fermentacao

- Caracteristicas reoldgicas

Hodelo de Qstwald-de Waele T = Kyn
— .. , 2
T ¢ btensao de clzalhamento dina/om
. . -1
¥ ¢ otaxsn de clzolhamento (58 7
K ; indice de consisténcia
o Andice de comportamento reoldgico

303,3, 399,0, §32,1, 702,3,5°%

Valores de. v empregados

in R o n T
Meio de cultura -6,0852 1,541 0,989
Maio de felmentacac
densidade celular 1,16 g/l -G ,712 1,522 0,838
Idam apds filtracdo -5,923 1,553 0,638
Meio de fermentacfo 1,88 g/1 -5,533 1,540 0,989
Idem apbs filtracdo ~f, 857 1,342 0,599
Meic de fermentacio 3,70 g/l ~f L 43T 1,483 0,599
Tdem apbs filtracgEo ~F, 047 1,572 0,999
Meico de fermentacgao 3,%4 g/l ~8, 688 1,520 0,999
Tdem apds filtracio ~6,915 1,551 0,960
Meio de fermentagao 6,50 g/l ~6,837 1,542 0,998
Idem apds filtragao -, 012 1,564 0,899
- Conjunto de todos 0s experi- + " .
‘mentos sem Liltragan -6, 623-0,342  1,520~0,052 0,948
Conjunto de todos OF eXpPeri- : % +
mentos com filtracao -6,962~0,331 1,558~0,037 0,899

* intervalos de confianga

para 25% de probabilidade,
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“¥alores da poténcia unitiria (B}, poténcia unitiria com agracio

sgeonan transversal do fermoen

Experimento E(mzjg3} 'Eg{m£/§3) Vg (/8) Vou /sl
10/1 0,906 0,453  1,1052107° 21,654
10/2 0,906 0,616 0,368x107° 7,218

260/1 0,617 0,429 8,536x%10% 16,443

150/1 0,812 0,564 0,536%107°% 16,443

150/2 0,565 0,283 1,072x207% 32,886

150/3 0,262 0,131 - 2,144%107°% g5,772

150/7,8,9 0,262 0,131 1,608x107% 49,329

2 12,886

. 150/5,6,11,14, 15 0,262 0,131 1,072x107
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Carbo-
hidrato

a/l ;afﬁ

Determinagéo

@ consune da

Figura 2

carbohidratos.

1 2 4 5 v, 8 ) h
| #]
o
&
o 100-90D
e conc. de gavbohidrato
g/l -
-
0 ar
] ] i i ! i } ; ] !
0,2% 0,56 0,75 1,00 1,2% 1,80 1,%5 2,086 2,25 2,508 D

1680

50

70

do comeco da fase de crescimento exponencial

LoO-TOD
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Figura 8

Cingtica de multiplicacio celdlar
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Figura 13
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Cinetica de multiplicacio

celiular
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-Figura 14

Cingtica de multiplicagaoc celular
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Figura 15

Cinética da multiplicacdo celular
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Figura 18

Modelo matenatico da biossintese de PAH v
Y1z
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Pigura 19

Modaelo matemitico da biossintese da PAR
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Pigura 20 i
Endlise de regressio para a correlacan de Yoshida.
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Figura 21

Analise de vegressio para a correlacdo de Calderbank.
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- EXPERIMENTO  10/1
' CondigSes:

éﬁei@ de cultura : N© 3 Agitacio : 390 rpm
femperatura . : 30°C vVt i 0,507 m/s
PH : 7,0 | Aeracio 0 -~ 30v.v.m
Fenilacetico : 1 g/l Vs : 0 - 1,10x107% n/e
oD« 5% | :
é-Hara- TE% Aeragio  Massa Carbohidratos PAY
5 % V.v.m Celular g/l UE/ wl
g/1
0,00 100 - - -
0,25 87 0,2 - -
6,75 83 0,2 - -
1,25 76 0,2 - -
1,75 63 0,2 - -
2,25 38 0,2 - e
2,75 2 0,2 0,59 12,86
3,25 10 0,2 1,21 10,80
3,75 2 0,6 1,49 . - B,24
4,25 1 1,3 1,77 5,54
4,75 2 2,5 2,46 4,59
5,25 15 2,5 2,76 3,51
5,75 2 2,5 4,07 3,65
6,25 1 2,5 4,59 3,65
6,75 5 3,0 5,78 3,51
7,25 1 3,0 6,31 3,65
7075 2 3,0 6,58 3,38 ()
8,25 1 3,0 6,58 3,65
9,25 1 3,0 7,62 3,65 0,60
10,25 1 3,0 7,72 3,38
11,25 1 3,0 9,29 3,53
13,25 1 3,0 §,45 1,38
15,25 2 1,8 10,48 3,24 1,60
18,25 41 1,8 10,48 -
20,25 43 1,8 11,02 -




BEZPERIMENTG 16/2

- Condicles:

.
=

CHMelio de oultura o
- Temperaturs s 300
pH o 7,0

C¥Fenilacitico @ 1 g/l

]

Agitacgao

Vi

Ve

380 rpm

0,507 m/s

Aeragio : 0 - 10v.v.m

0 - 0,368 % 1074 m/

i

PTODE 5% i
Hors  TOR | Reraglo  Massa Carbohldratas PAH
T o ¢ , N o e T £y 4

% AERT Celular o/l up
0,00 100 - - -
1, 50 81 0,1 - -
2,00 34 0,1 1,46 =
2,25 G 0,1 1,67 -
2:50 30 1,0 - -
2,75 20 1.0 1,80 -
1,00 0 1,0 1,73 -
3,25 {3 1,0 2,60 -
3,50 0 i, 2,07 -
3,758 ] 1,0 2,20 -
4,00 & i,n 2,33 6,27

L 4,25 O 1,0 2,60 -
4,50 {1 1.0 . 2,67 e
4,83 4 1,0 2,73 3,87
5,00 ¥ 1:0 3,00 =
Ly 25 0 1,6 3,47 -
5,80 D 1,0 3,73 e
5,75 6 1,0 3,67 1,60 (+}
§,65 0 1.0 4,33 -
7,88 0 1,0 4,60 -

- 1 0 1,0 4,87 ~

S A0,08 & 1.0 4,80 - 0,25

Pl 40 O 1,0 5,33 - G, 34

L 21,18 0 1.6 5,80 -

F 22,23 0 1,0 4,80 -

P 23,23 0 1,0 5,67 3,57

L 24,23 G 1.0 “ 4,93 -

P 26,89 0 1,0 5,07 - 0,35

C2F: 28 { 1,0 5,33 -

L 28,85 £ 1,0 4,93 -

29,808 o 1.0 5,40 3,65

© 30,97 0 1.0 5,27 -

S 32,00 0 4] - 4,87 -




EXPERIMENTC 200/1 @ 150/1%

Condigdes:

é%&i& de cultura @ Ne 3 Agitacao : 175 rpm
ET&mg&ratux& : 3nc Vr = 0,605 m/s
§§H r T, ' aeragao 1 0 ~ 0,5 v.yv.m
éFﬁnii&&%ﬁiﬂ% : 1 g/l o Vs ¢ 0 - 0,538x 1072 w/s
oD K 5% |
| EXPERIMENTO 200/1 . EXPERIMENTO  150/1
é Hora &iTzfig zg§§§ar Hora Ai%i?i? ﬁ%i?g?ia ?iiii C8
| g g/
0,00 0,50 0,00 1,0 120 -
3,00 0,25 3,00 0,25 120 0,75
5,00 0,25 2,10 4,00 0,25 120 1,20
5,00 0,50 2,78 5,00 0,55 120 1,20
8,00 0,50 4,60 6,00 0,66 120 2,05
9,00 0,50 - 6,08 8,060 0,66 150 2,20
9,50 6,25 6,79 12,00 6,50 175 2,70
11,00 0,10 6,40 13,00 0,56 175 2,80
13,00 - 0,00 7,21 14,00 0,50 175 3,28
| 15,00 0,50 175 3,55
16,00 0,50 175 3,55
17,00 0,50 175 3,55
s 18,00 0,50 175 3,75

19,00 0,5 17: 4,13




EXPERIMERTO  150/2

Condicbes:

?M@io de cultura : H? 3 | Agitacgdo ﬁéxima : 155 rpm
;Temperatura < 36 ' Vi 3 0,558 m/s

iyﬁ 2 7,0 : reragio : 0 - 1,0 v.v.nm
EF&nilaa@ﬁiﬁ& : 1 g/t Ve« 0 - 1,672 = 1072 m/s

— ABragho Agitagao Massa celular -

V.¥.m Top.rm g/l

o - 120 -

1,00 0,10 120 | ~
2,00 0,10 120 1;28
5,00 1,00 120 | 2,65
6,00 1,00 150 4,20
7,80 - 1,00 150 6,00
8,00 1,00 155 . 6,70
9,00 1,00 155 6,80
11,00 0,75 155 6,80
12,00 0,75 155 6,25
13,00 0,50 1558 7,30
14,00 0,50 155 7,70
16,00 0,25 155 7,30
17,00 0,10 155 | 7,08

18,00 6,10 ’ 15% - ' 7,10




EXPERIMENTC 150/3

cCondictes:

]

fﬁegg de ecultura : NG 3 Agitagdos 120 rpm
ETQM§Qratar& . 30°¢ Ve : 0,422 n/s
Egﬁ r 7,0 Aeracio : 0 - 2,0 v.v.m
Fenilacetico @ 3 gll Vg o2 0= 2,144 x lng mSs
TOD € 53 | |
Hora heragao . HMaszsa
V.Vt _ velular /1
0,00 0,20 . o
2,00 0,20 -
4,00 0,50 2,75
6,00 2,00 < 4,73
T.00 1:.20 _ 6,40
3,50 1,50 6,80
10,50 2,00 7540
11,50 2,00 7,85
12,50 2,00 " 7,95
13,50 2,00 | 8,00
14,50 1,50 : 8,28
15,54 1,33 §,43
16,50 1,33 8 9,05
17,50 1,33 9,45
18,50 0,10 -

19,00 0,10 -




EXPERIMENTOS 150/4 @

Condigles:

%ﬁ%iﬁ de cultura ¢ K 3
‘Temperatura 357¢
7:0
Fenilacthico ¢ 1 g/l

TOD & 5%

ép% :

15048

Rt
(3]

Agitagao : 120 rpm

Ve ¢ 0,432 mis

Reracido ¢ 0~ 1,0 v.v.m.
o TF

Ve « &~ 1,072 = 10 7 m/s

26,00

| BXPERIMENTO  150/4 EYPERIMENTO  150/5
| Hora hersoio  Massa oo~ Hora  Aeracio Massa celu
: RN ! Lalar V.V, m laxr
: g/l g/
6,60 0,10 - 0,00 0,10 -
3,060 0,10 G,55 2,00 6,10 -
6,60 0,50 ~ 4,50 0,10 0,95
9,00 0,30 4,25 7,83 0,50 3,25
12,00 1,00 3,50 11,00 1,00 3,28
15,00 . 1,00 2,95 14,00 1,00 3,88
18,00 1,00 4,80 17,00 1,00 4,45
21,00 1,00 4,52 206,00 - 1,00 4,83
24,00 1,00 5,45 23,00 1,00 5,18
0,10 5,60 25,42 0,10 5,25




EXPERIMENT(S
, Condiches:

Heio de cultura : N9 3

; e
Temperatura @ 30 C

150/6 e 180/7

Agitagao

120 rom

Vi o: 0,432 m/=s

37,00 G

§§E : T 0 Reragao g - 1,5 V‘§,m
FenilacBtico : 1 g/l . Vs : 0 - 1,608 x 1572
TOD € 58
RAPERIMENTO  150/6 EXPERIMENTO  150/7
Hora  Asragic Hassa Hora  Aeracho  Massa
VWM calular : $ VL TE caelular
g/l | ' q/1
6,00 - - 0,00 - -
3,00 8,10 0,80 3,00 0,10 -
6,00 0,10 - 6,00 0,30 0,65
8,00 0,33 1,63 9,00 0,50 0,70
12,00 6,66 1,48 12,00 0,50 0,78
15,06 . 1,00 2,28 16,00 0,75 . 1,4%
18,00 1,25 4,18 19,00 0,75 3,65
21,00 1,35 5,40 22,00 . 1,15 4,58
24,00 1,50 5,68 25,00 1,50 6,08
27,00 1,50 6,88 28,50 1,50 6,00
30,00 1,20 7,55 31,00 0,75 6,40
33,00 6,75 7,18 34,00 0,50 6,43
37,00 0 7,08 6,70

Gh



EXPERIMENTD 180/8

Condigdes:

;%aiﬁ de culitura : N9 4
Temperatura ¢ 309C
pH 7,0

é?eniiaa&ticm + 1 o/l

et

......

Agitagioc :
Vi ¢ 0,432 n/s
Aeragio : 0 -~ 1.5 v.v.m

Vs 1.0 - 1,608 x 1077

120 rpm

Hora TOD heragas Massa celular
% V. VLI g/l
0,00  Loo - -
2,00 45 0,20 -
3,00 10 0,20 1,68
4,00 3 0,60 -
5,00 1. 1,600 5,62
6,00 8 1,30 -
7,00 6 1,30 -
8,00 3 3,50 -
9,00 3 1,50 6,60
12,00 2 1,50 8,80
14,00 1 1,50 9,32
18,00 1 0,90 5,10
20,00 1 0,10 -




EXPERIMENTOS  150/9 e  150/10
:}Comiizgﬂes :
Meio de cultura : N® 4 Agitagio @ 120 r.p.m.
Temperatura: 5000 Vi o+ 0,432 n/s
pH & 7,0 Beragac O~ 1,0 v.v.m
?’en:iiac%tigaz 1o/l Ve ¢ 0 = L,072 w 1072 m/s
PON < BY
EXPERIMERTO » L50/9 EXPERIMENTO  150/10
g/1
0,00 0,05 - G, 00 - -
3,00 0,20 - 4,00 6,05 -
6,00 0,20 - 8,00 0,05 -
9,060 0,30 3,48 11,00 0,05 3,35
12,00 0,40 4,00 14,00 1,00 4,08
15,00 0,40 4,38 17,00 1,60 4,90
18,00 6,70 4,35 20,00 1,00 5,50
21,00 0,70 - 23,00 1,00 6,90
24,00 1,00 6,25 27,00 1,00 7,95
27,00 1,00 6,48 31,00 0,65 7,88
30,060 1,00 7,83 34,00 0,30 8,23
33,00 1,00 7,23 36,00 0,10 8,38
36,00 0,60 7,75
43,00 0,10 8,09




EXPERIMENTOS  150/11 e
,ECmnﬁigﬂeg:

‘Meio de cultura : N 5

éTemparatara 30%¢
pH 7,0
Fenilacético 1 g/L

L TOD 5 5%

BXPERIMENTO 1350/11

150/12

Agitacao @ 120 rpm
Vb o 0,432 m/s

hevagas : 0 - 1,0 v.v.m
Vg ¢ 0 -~ 1,072 = lez m/s

EXPERIMENTO 150/12

fora 1TGHD Agitagio Nasea o, Aeracdy Massa celu-
lar ' g/1
g/1
0,00 . - 40, - 0,00 - -
2,00 8,25 60 - 3,00 0,30 1,95
4,00 0,45 90 1,53 7,00, 0,30 -
9,50 6,45 120 2,18 10,00 0,30 2,18
13,50 0,45 120 2,68 13,00 1,00 2,40
17,50 1,00 120 3,20 16,00 1,00 2,20
21,50 1,00 120 4,25 19,40 1,00 2,30
25,50 1,00 120 5,13 22,00 .0,65% 2,25
27,50 6,80 120 5,48 25,00 0,33 2,75
31,50 0,15 120 5,05 28,00 0,33 2,95
31,50 0,05 2,88
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EXPERIMENTO 150/13

Condictes:

Melo de cultura : N¢ 4 Agitagzo ¢ 120 rpm
Temperatura s 30 C Ve ¢ 0,432 n/z
pH oy 7,0 Aeracac : 0 - I v.v.n
Fenilacitico : 1 g/l Vs : 0 - 1,072 % 1072 m/s
TOD & 5%
I TOD  hevacdo Massa celular PAYH
Rora % SRR a/l UE fin7 -
0,00 100 1,0 - -
2,50 40 0,16 ' - -
3,50 12 0,30 6,85 : -
4,00 2 G, 10 1,23 ' e
4,50 4 0,20 .25 -
5,00 1 (4,20 1,60 . -
5,50 X 6,20 . o 1,88 -
6,00 i 4,20 1,80 -
6,50 1 4,20 ) 1,90 -
7,00 1 (0,20 1,53 -
750 1 0,70 - 1,80 -
B, 00 % 0,70 1,83 -
8,50 1 0,70 - 1,95 -
8,00 1 a,70 2,00 - -
5. 50 1 4,70 2,00 o -
10,00 I 0,70 2,30 -~
10,50 1 0,70 1:98 ' o
12,00 1 6,76 2,38 ' -
12,58 1 1,00 - ' 8,046
13,50 1 1,00 2,35 0,07
15,00 1 1,00 2,85 -
16,50 L 1,00 2,60 0,11
17,50 1 1,00 2,80 -
20,50 1 1,00 - G,20
21,50 1 1.00 : 3,065 , -
22,50 1 1,060 3,475 -
23,50 1 1,00 S . 0,44
25,30 1 1,00 - 0,0l
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EXPERIMENTO 150/14

" Condicles:

éﬁeia de culture @ HO 4 Agitagdo : 50 -~ 120 rpm
?Temperatura H EQQC Vi oz 0,180 - 0,437 m/s
pH 1 7,0 | Beracio : 0 - 1 v.v.m
éFaﬁii&cﬁtiGQ s 1 g/l : Ve ¢ 0 =~ lrﬁ?ﬁ X lﬁmz /s

s TCL  Aeracds  Agitacio  Massa ce  Carbohidra PAH
I £ o ) - " . Foes
% V.V.L I I iulay Los UE
/3 g/l
) 1060 1,00 120 - 7,08 -
G,75 46 0,00 50 0,70 6,55 -
1,75 30 ¢, 25 70 - : - -
2,775 2 0,20 e 0,78 6,30 -
4,75 2 0,20 106 G, 84 4,88 -
6,75 C 2 0,20 it ) 1,08 3,98 _ -
8,75 2 0,20 1a0 1,28 3,34 oo
10,75 & (G, 20 1040 1,40 - -
14,75 5 0,40 100 1,63 1,48 -
18,75 7 0,25 1240 - 1,80 G,6% -
18,75 4 0,33 lz0 2,15 _ 0,67 -
20,75 1 1,040 - 120 2,30 .67 -
22,75 1 1,00 120 2., 78 0,62 -~
24,75 i 1,00 i2¢ 2,90 0,57 g,15
26,75 i 1,606 126 3,70 0,48 0,71
28,75 1 1,060 12¢ 4,52 0,531 0,28
3G,75 1 1,60 120 4,65 - -
33,75 1 1,00 1246 - e 1,06
36,75 kS 1,40 120 4,95 - v
32,75 2 0,50 120 4,95 - 1,30
43,75 .2 0,50 124 5,78 - -
46,75 2 0,50 120 ' 5,93 o -
48,75 1

G 120 5,75 - 1,30




EXPERIMENTD

‘i Condigoes:

éﬁeio de cultura

?Tamp&ratura
§§H : 7,0

150/15

: He 4

Agitacao
Ver 0,216 - 0,432 m/s

Aeragao: 0 - 1 v.v.m

50 - 120 rpm

gFenilacética 1 1 g/l Vs ¢ € ~ 1,072 x 10 © m/s
TOD % 5%
Hora TOD Aeragas Rgitagao =  HMassa celu PAH
% V.V.n r.p.m lar UE/ml
g/l
0,00 100 1,0 120 -
3,00 19 0,1 60 -
5,00 4 0,45 100 -
7,00 2 0,45 100 0,73
9,00 2 0,45 160 4,985
JA1,00, 3 0,66 110 1,45
15,00 2 1,00 . 120 1,80
17,00 2 1,00 120 2,00
19,00 2 1,00 120 12,25
21,00 2 1,00 120 2,60
25,00 2 1,00 120 3,60 0,211
27,00 2 1,00 120 4,10 0,15
29,00 6 0,90 120 4,65 0,26
31,00 2 0,06 120 4,40 0,27
33,00 2 0,03 120 4,73 0,25

102




‘Meio de
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APENDICE I

Meios de cultura empregados.

cultura N? 1.

‘Agar nutriente ~ fenilacético.

Extrato

‘Pephon

e carns 3, 00g.

: 5, 00g.

;%g&r 2 15,00q.

;ﬁcido fenilacdtico :
Egua destilada agsp
6,8, a 25°C.

épﬁ':

0;409’& . =

I litro.

T oad

éMeio de cultura N® 2,

gGiiccse s 10,004,

éﬁgua de maceracao de milho : 12,504g.

Fosfato de potdssio : 6,00g.

‘Sulfato de magnésio heptahidratade : 0,25g.

;Sulfata de cdleio dibidratado : 10"5 Moles.
-fﬁulfata de cobalto hegptahidratado : 10“5 Moles.

é8ulfato ferroso heptahidratado @ EOWS Moles.,

ESulfato de cobre pentahidratado = ZOmB.Moles"

éﬁulfatc‘ﬂe manganes monohidratado : 1077 Moles.

ECiafetG de zinco : 10”5 Moles.

3M01ibdato de Amonia Tetrshidratado /7 = 10“5 Moles.

'Eﬁciﬂq fenilacético : 1,00g.

éﬁgua qsp :

éMeiG de

1 litro.

culitura Ne 3.

Glicose
gﬁgua de
SFasfato
éSulfatQ

Aeido fenilacetico

‘Caloio,

: 8,00qg.

maceragao de milho : 50,00q.

de potassio : 12,009,

de magnesio heptahidratado : 0, 50q.
1,00q.

cobalto, ferro,cobre, zinco,molibdenic : -5

16 Moles c/u.
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Agua qsp @ 1 litro

P

Meio de cultura N 4,

Iédntico ac maio de cultura ¥9 3, com a glicose reduzida a 6,.60g.

Meio de cultura NY 5.

Idéntico ao meio 4 cultura N? 3, sem adigao de glicose.
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DIAGHAMA DO FERMENTADOR
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Apéndice IT =~ continuagao

Diagrama 4o Ferma?tad@r
D : difimetro da turbina Hp : altura do tangue
T @ didmetro do tangue Hy, : nivel de liguido sem aeracao
éw : largura da pa ' iy00 altura da primeira turbina
EL : Gﬁmprimﬁhtm da ph H, oz altura da segunda turbina
Wh: Jlargura do defletor Hp @ altura do agporsor

: p@sig&a do eletrodo amperonétrico no fermentador banco

icao do eletrodo amperométrico no fermentador piloto
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MNOMENCLATURA

a : area interfaciasl (m
B

3 @ fator de conversac da TOL em concentracio de oxigénio dissol
E vido {wmd de Q?fl} ou paranetro 4da QQU“% Ao da cinética de pro
§ ducio de PAH. ' |

é : constante

.¢__, Cpy ¢ pardmetros da eguacdo da cindtica da crescimento

L : difwetro de turbina {(m) ou pavimetro da mqu agdo da cinética
de producac de PRU

Do : difmetro dos orificios do dl%tz“aumuor de ar ()}

S cdidtetro mAdic de Ssuter {m) de uma dispersac, dado pela re
S g
: 1

agio entre o volume total e a avea total da fase dispersa.

exp ¢ exponencial

gt

i a . : 2
E : poténeia unitdria (/S

Bg : potfncia unitiria com zeragac {m?/ 3}

El? Vﬁy‘nu. Bi...Bm s Gonaaﬁt'aduo da ﬁﬁtll@hﬁﬁﬁ cgseclials na & -
} guacido da cinética de orescimento 5

¥ : fator de poténcia na eguagdoc B = ED

{ i T4HL

FA : Bcido fenilacético

§ : aceleracio da gravidade (m/SZE

ﬁﬁ . altura do distribuider medida do fundo do fermentador {m}

ﬁi . altura da primeira turbina (m)

ﬁg : altura da sequnda turbina (m)

ﬁi . nivel de liguide (m) ' _

H, : altura total do fermewtaoo“ (m)

? : pardmetro na equagac do coeficiente volumétrico de transfersn
; cia de massa (m o0 g w3mensly .

kl : coeficiente de transferéncia de © oxigénio na fase 1iguide (mfs}

Kla: ﬁO?flC;eni@ vclumﬂtrlco de tran%feranuld de oxigenioc na fas
; 1igquida (s~ } ou {h
s

17 k?,,;.ki,..km : ¢ongtantes da equagao de Michaelis-Menten
: ' A9 v L
: o a e Gima 1,54 o
X :-indice de consistencia { ww%i §7777Y ou parametro da corre-

Cm
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lagao de Pharamond

El; sz,v‘Kia&iKﬂ s constantes da equagﬁ@'&e Michaelis-Menten

Keqr Ko wnn Koo K, o . v

TELY TR, Ei Em @ constantes da aquagdm de Michaelis-Menten
Ky, Kpp 3 constantes da equacace de Michaelis-Menten

1+ fase liguida

comprimento das pas da turbina
in : logaritmo neperiano
% . expoente de E, Bg, F/V ol Pg/V
mo @ nimero de orificics do distribuidor _
n ¢ Indice de comportamento reoldgico ou expoente de Vs ou Vgn.
E s velocidade de lahagéa do agitador {r.p.m} ou (8
ﬁm : nimerc de p@ﬁéﬁcia

?x,: concentracio de oxigénio digsolvido (mi de OPXL }

ﬁxﬁz COﬁCmﬁﬁfﬂ@mQ de oxigdnico dissolvido de saturacdo a T e P

Ox, concentragas de oxigenio dissolvido no gual se produz a mu-
| danga na cindtica '

e

Ox. .t concentragao de oxigenic limite para crescimanto calulay

¥ @ pressac (kg /o)
P : poténcia (W)
i

Po : poténcis com aeragac (W)

F/v : poténcia por unidade de volume M/’

)

?g/v : poténcia por unidade de volume com aexr aCao
P : para andlise '

é?AH : penicilinamidahidrolase

Po : pureza guimica

‘o : demanda especifica de oxigénio {(mM de 0
a ¢ dem o a ce oxiges (mit de Uy /5 ge celulas )

qIf Gyp ° demanda especifica de oxigénio no primeirc e segundo pe-
; riodo ‘ .

éQv.v,m : vazio de av, em volume de ar por volume de meic por minu-
| to. ' '

volume de melo {m3}

an

v
évt : valocidads tangencial do agitador {m/s}

Vg : velocidade do ar associada com a secgae transversal do fermen

(1]



tador (m/s)

sk

; do distribuidor. _ ,
W s largura.-das phs da turbina

@b + largura dos defl@toﬁ&g

¥ : massa celular (/L em hase seca)

Xo : massa celular inicial (g/1 en base seca)
;3 massa celular guandoe ge preduz a mudanga cinetica
: massa celular final

o
L}
o
o
3
i
u

o

%
¥ producdo de PAH
Y

: producio de PAE final (UE fng!

¥ : produgio de PAE (7 mi

Y " - o] ,_\'“,_j 1 BI 4 i
“I1: produgas de PAH final (“E/ml}
r : coeficiente de correlagac
rop. o o3 yotacfes por minuto

- 2
secgac transversal do fex m&ntadgx {1}

& : desvio padrio

‘SA : Area total dos orificios do distribuidor {mzj
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Vg, ¢ velocidade do ar assoclada com & secgdo total dos orificios

i
5 8. ...Si...8n : concentracio e nutrientes estimnlantes na equa

ot . X
T2 ¢
gao da cinetica de cresscimento.

Lt
ax

didmetro do fermentador (m} ou temperatura.absolula

Ctempo (5] ou {h)

¢ : tempo de circulagao (8]

tz : tempo no gual se produz a mudanga cingtica {h}
t__: teun tal para atingir X
?I; temnpo to Lo h o T {h)

iyﬁz tempo em gue se adiclonoun o fenilac&tico {h)
TD0: taxa de demanda de oxigénio do meio de fermentagao
: m

TOD :hensio de oxigénio disgolwido

?TO: tava de transferfneia de oxigénio ao fermentador (mM de 02/1h3

K‘To)max s valor maximo que atinge a TTO
Letras gregas
: Fl)

pj : velocidade especifica de crescimento no primeiro pericdo

u  : velocidade especifica de crescimento (h
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M1z .velocidade especifica de crescimento no sequndo periodo

@' valor mdximo da contribuicdo a velocidade especifica de cres
| cimento provocadsa pelo oxigénio no primeiro pericdao.

pmax: mixime valor de

: densidade (ngmgj

e — Hewbon
: tensio superficial (=)
il

s funcao ou fracio em volume da fase dispersa

an

. \ -1
tava de cizalbamento (8 )

rensao de cizalhamento iﬁiﬁafcmz)

mir

proporcional a
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