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Nomenclatura

NOMENCLATURA

FES: Fermentacdo em Estado Solido

RPB: Recuperagéo ¢ Purificagio de Bioprodutos

ScFE: Extracio do Fluido Supercritico

FmS: Fermentagfo Submersa

Na: Taxa de transferéncia de soluto Kgmol dissolvido na solugdo por segundo
Ki.: Coeficiente de transferéncia de massa solido:solvente (s™)

Cas: Quantidade total de proteina extraida do sélido (Kgmol/m®)

Ca: Concentragio de proteina na solugiio em um tempo ¢ (Kgmol/m®)
a = Area especifica total de troca de massa no leito

Ap = Area da particula

Vp = Volume da particula

Vz = Volume da particula

¢ = Porosidade do leito

O = Variancia

H = Altura do leito

v, = Velocidade superficial



Resumo

RESUMO

Atualmente, vérias pesquisas confirmam o envolvimento de fungos nos processos
alérgicos. As tecnicas de diagnéstico e imunoterapia especifica de alergia causada por
microrganismos necessitam de extratos alergénicos eficazes ¢ bem caracterizados. Os extratos
alergénicos sfo substincias de natureza protéica, extraidas da biomassa de microrganismos.
Dentre os fungos causadores de alergias destacam-se os da espécie Drechsiera
(Helminthosporium) monoceras. O meto solido representa o habitat natural dessa espécie e,
portanto, residuos agricolas como bagago de cana de aglcar e farelos de cereais constituem
excelentes meios para o cultivo em estado solido (FES) desses microrganismos. Atualmente
ha poucos estudos, especialmente de engenharia, sobre a extragio de componentes celulares da
biomassa fingica obtida por fermentagiio em estado sdlido, principalmente quando os
produtos séo de natureza protéica.

Dentro deste contexto, este trabalho tem como objetivo estudar o processo de extragio
de proteinas da biomassa de Drechslera (Helminthosporium) monoceras produzida por FES
usando como substratos farelo de trigo ou bagago de cana de agticar. O estudo envolveu a
determinacfo estatistica da relag@io entre as varidveis operacionais mais significativas do
processo ¢ a massa de proteina total extraida, bem como a identificacio de regibes
operacionais que conduzem a maximizacio da quantidade de proteina total nos extratos. A
extragfio continua em coluna de leito fixo permitiu a determinacfio do coeficiente global de
transferéncia de massa solido-liquido, Kpa, importante para o aumento de escala do processo.

Os resultados experimentais mostraram que para a extragdo das proteinas da biomassa
produzida com ambos os substratos, as varidveis mais importantes do processo sfo a
temperatura, pH e relagfio sélido:solvente. O Kya para o sistema foi 0,0388 s™. As proteinas
produzidas durante a fermentagfio e presentes nos extratos apresentaram massas moleculares
nas faixas de 14,4; 30,0; 43,0, 67,0 e 94,0 KDa. Esses extratos podem ser considerados
potencialmente alergénicos por conterem proteinas de massas moleculares idénticas aguelas
obtidas por fermentacfio submersa com a mesma linhagem do microrganismo em questio, cuja

alergenicidade j4 foi comprovada.



Abstract

ABSTRACT

Nowadays several researches confirm the role of molds on allergic processes. The
protocols used for specific diagnosis and immunotherapy on allergy caused by
microorganisms use efficient and well characterized allergenic extracts. These extracts are
mixtures of compounds including proteic matter extracted from the biomass of
microorganisms. Among the molds that cause allergy, Drechslera (Helminthosporium)
monoceras was identified as one of the more allergenic species. The solid environment
represents the natural habitat of this species and therefore agriculture residues as sugar cane
bagasses and cereal flour are excelent substracts for the growth of these microorganisms in
solid medium. The literature about the extraction of proteic components from the biomass of
molds cultivated in solid medium is not extensive, especially on engineering approach.

In this context, the objective of this work is to study the extraction process of proteins
from the biomass of Drechsiera (Helminthosporium) monoceras produced by solid
fermentation carried out with wheat four or sugar cane bagasses as substracts. The approach of
this study is the statistic determination of a relationship among the operational variables more
significant on the extraction process and the total mass of extracted proteins. This relationship
can be used for estimative of operational levels to maximize the total amount of extracted
proteins. In addition, continuous extraction in a fixed bed column was carried out to collect
experimental data for determination of the global liquid-solid mass transfer coefficient, K;a,
an important parameter for scalling up of the process.

The experimental results showed that for both substrates, the more significant variables
for the extraction process of proteins from the biomass produced by solid fermentation are
temperature, pH and solid:liquid ratio. The Kya for this system is 0,03888 s, The molecular
weights of the extracted proteins were in the range of 14,4, 30,0; 43,0; 67,0 € 94,0 KDa. These
extracts can be considered as potentially allergenic because contain proteins with the same
range of molecular weight of that ones extracted from the biomass of this strain cultivated by

submerse fermentation, to which allergenic effects were proved.



Introducdo

1- INTRODUCAO

1.1- FUNGOS COMO ALERGENOS

As doengas alérgicas podem ser consideradas como problema de satde publica
mundial. Dentre suas manifestagdes clinicas destacam-se a asma brénquica e a rinite alérgica.
Nos Estados Unidos da América, juntamente com o Brastl, estima-se que aproximadamente 35
milhdes de pessoas possuem algum tipo de problema alérgico (Basomba, 1982).

Toda substincia natural ou artificial, capaz de provocar reagdes de hipersensibilidade,
pode ser considerada como alérgeno. Os alérgenos podem ser classificados de acordo com o
local onde se manifesta a reac8o alérgica, tais como alérgenos epidérmicos, respiratorios ¢
outros, ou quanto & sua origem, como aqueles oriundos de fungos, pdlens, 4caros, insetos,
helmintos, protozodrios, bactérias, medicamentos e alimentos. Todo esse conjunto de
substincias alergénicas tem sido objeto de investigagBo, sendo que a maioria dos
pesquisadores dedica-se preferencialmente aos alérgenos inalantes e aqueles originarios de
insetos dando énfase ao estudo e aplicagio na imunoterapia (Basomba, 1982).

Desde 1873 tem-se o conhecimento de que a inalagdo de esporos de fungos, veiculados
pelo ar atmosférico, desempenha um papel importante como elementos alergizantes das vias
respiratorias ocasionando principalmente asma bronquica e rinite. Porém, somente a partir de
1930 é que houve avangos no sentido de conhecimento mais amplo do problema com os
estudos de Feinberg & Liftle (1935), Prince (1944), Van Der Werf (1958). Mas foi a partir de
1966, com o descobrimento da imunoglobulina E, IgE, como responsavel pelos fendmenos
atopicos, que o estudo dos processos alérgicos de maneira geral, tiveram grandes avangos
(Basomba, 1982). Com relagfio aos fungos, tem-se hoje na literatura iniimeras pesquisas que
evidenciam esse vinculo. Wortinan, 1982, assinalou a existéncia de 340 espécies de fungos,
isolados do ar atmosférico, descritas como alergizantes das vias respiratorias, sendo os
seguintes os géneros mais comuns ern nivel mundial: Alternaria, Cladosporium, Aspergillus e
Penicillium. Segundo Yunginger (1988), esporos e fragmentos de micélio de fungos estdo

entre os mais ubiquos aeroalérgenos do mundo.
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Dentre os ftratamentos propostos para as doencas alérgicas, a imunoterapia ou
dessensibilizac80o especifica vem sendo objeto de intensos estudos ao longo dos anos. A
proposta de tolerincia especifica ao alérgeno ¢ interessante, mas esbarra em dificuldades tais
como: a qualidade dos extratos ou dos antigenos purificados, padronizag#io inadequada, via de
administra¢do, além da escolha do melhor veiculo para os imunoterapicos. Atualmente, varias
pesquisas confirmam o envolvimento de fungos nos processos alérgicos ¢ tentam aperfeigoar
as técnicas de diagnodstico e imunoterapia especifica de alergia causada por estes
microrganismos (Menezes, 1992). Seja qual for a técnica usada tanto para o diagndstico como
para a imunoterapia, a disponibilidade de extratos alergénicos eficazes e bem caracterizados

sio de fundamental importincia.

1.2- EXTRATOS ALERGENICOS

Os extratos alergénicos s3o substincias brutas extraidas da biomassa dos
microrganismos. Esses extratos constituem-se¢ de misturas heterogéneas de diferentes
proteinas, carboidratos, lipidios e outras substincias ndo identificadas, dentre as quais as
proteinas sdo em geral de maior importancia (Basomba, 1982).

Os extratos alergénicos utilizados para fins de diagndstico s&o preparados atualmente a
partir de micélio vegetativo e reprodutive do fungo. Virios estudos com fungos demonstraram
que ndo somente 0s esporos, mas também o micélio vegetativo é alergénico (Yunginger, 1988;
Gambale et al. 1988; Croce et al. 1990).

Nos Estados Unidos hda em torno de 200 extratos fingicos produzidos por varias
inddstrias e disponiveis comercialmente em varios paises, porém a sua padronizagdo nfo €
uniforme (Homer ef al., 1995). Por esse motivo, a utilizacio desses extratos em diagnéstico
definitivo apresenta restricdes € tem motivado os pesquisadores a tentativas de uma melhor
caracterizagdo e padronizacdo. Além disso, ressalta-se que na maiona das vezes, os extratos
disponiveis comercialmente para diagnéstico ou imunoterapia ndo t&m importdncia em
determinadas regides simplesmente pela auséncia do fungo ou mesmo pela sua baixa

freqiiéncia no ambiente (Menezes er al. 1995).
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Baseado nessas premissas, em 1973 o Laboratério de Micologia do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da USP e o Servico de Alergia do Hospital das Clinicas da USP
iniciaram uma s€rie de trabalhos que permitiram uma visualizagio da microbiota fungica
anemofila mais frequente, sua periodicidade diaria, variagio sazonal e influéncia de fatores
abidticos em sua freqii€ncia. Esses estudos foram realizados com amostras colhidas da grande
Séo Paulo (Gambale, 1976; Gambale ef al., 1977, Gambale er al., 1981, Gambale ef al., 1983).

Em uma segunda fase dos estudos do mesmo grupo, foi demonstrada a necessidade da
utiliza¢fo de grande nimero de alérgenos fungicos na verificagio da sensibilizago por meio
de provas cutdneas, ¢ a identificacfio dos fungos alergénicos mais importantes em nosso meio
(Mohovic er al., 1988). Esses estudos também demonstraram a importincia do grupo de
fungos ndo esporulantes em processos asmaticos (Gambale ef al. 1988, Croce et al, 1990),
sendo proposta a utilizagfio de complexo alergénico para diminuir o némero de testes
intradérmicos de triagem e aumentar a sensibilidade dos mesmos (Mohovic ef /., 1988). Os
iftimos autores também demonstraram que os extratos alergénicos que apresentavam maior
positividade cutinea em pacientes alérgicos da cidade de Sdo Paulo foram os de Candida,
Aureobasidium, Penicillium, Phialophora e Curvularia, géneros que nfio correspondem
aqueles isolados com maior freqiiéncia na atmosfera dessa regifo. Verificaram também que o
extrato de Drechslera (Helminthosporium) monoceras apresentou a maior positividade em
relagdo a intensidade de reacdo, fato que nfo € citado em nivel mundial.

Esses trabalhos iniciais permitiram a obtengéo de alérgenos de 42 fungos, que
apesar de produzidos em pequenas quantidades foram utilizados em vérios servigos de alergia

no diagnéstico e pesquisa de processos alérgicos ocasionados por fungos.

1.3- EXTRATOS ALERGENICOS DE Drechslera (Helminthosporium) monoceras

Numa terceira fase da pesquisa, Menezes er al, 1995, avaliaram a composigio
bioquimica, antigenicidade e alergenicidade de extratos de Drechslera (Helminthosporium)
monoceras obtidos por extraggo com Tris-HCI de vanas fases de crescimento do fungo em
fermentagdo submersa, usando meio Czapeck modificado. Na continuidade dos trabalhos do

mesmo autor, foi estudado o fracionamento e a caracterizagio dos extratos, verificando-se que

L)
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nas condi¢des de cultivo usadas, aquele obtido de 28 dias de crescimento era o que continha
as fragdes alergénicas, posteriormente identificadas como duas proteinas de 60 ¢ 144 kDa e

uma glicoproteina de aproximadamente 36 kDa.

1.4~ CULTIVO DO Drechsiera (Helminthosporium) monoceras

Drechslera (Helminthosporiumj spp. € um fungo filamentoso, que vive como saprofita
no solo e estd associado a patogenicidade em cereais como aveia, milho e gramineas tais
como grama, cana de agucar € outros. Em geral esses fungos podem ser cultivados tanto em
meio liquido como em meio solido. Segundo Pandey, 1992, dentre os fungos filamentosos, as
trés classes que tém sido mais usadas em fermentagdes em meio sélido s@o: Phycomycetes
(Mucor e Rhizopus), Ascomycetes (Aspergillus, Helminthosporium e Penicillium) e
Basidiomycetes (Polysporus). O crescimento natural da classe Helminthosporium como
patogeno de cereais e cana de aglcar induz a possibilidade de utilizagfio desses materiais
como substrato para o cultivo desses fungos em meio sélido.

Estudos do cultivo de Helminthosporium em meios solidos constituidos de bagaco de
cana de agticar, farelo de mitho e farelo de trigo, com a mesma linhagem usada nos estudos de
Menezes et al., 1995, foram realizados recentemente pelo nosso grupo, no Laboratério de
Desenvolvimento de Processos Biotecnologicos (Hasan et al., 2000). Os resultados mostraram
que o fungo cresceu bem em todos os substratos, chegando a produzir cerca de 15 mg de
proteina total/g de substrato seco, e os extratos produzidos contiveram fragSes protéicas com
massas moleculares idénticas aquelas obtidas anteriormente por cultivo submerso, de acordo
com identificaco feita através de eletroforese SDS-PAGE.

Esses resultados meostram a wviabilidade do cultivo dessa linhagem de
Helminthosporium em meio sélido e obtengdo das proteinas com potencial alergénico além de

outras que podem também ser importantes.



Introducdo

1.5- EXTRACAO DE COMPONENTES CELULARES DA BIOMASSA PRODUZIDA
POR FERMENTACAO EM MEIO SOLIDO

Nos processos de fermentagio em estado solido (FES) a maioria dos produtos obtidos
¢ geralmente usada associada ao substrato. Embora a extragfo de produtos a partir de sélidos
quer com liquidos ou gases seja bem descrita na literatura, no caso particular de produtos
intracelulares da FES os processos de extragio nfo s3o extensamente estudados,
principalmente em termos de engenharia. No caso particular de componentes celulares tais
como proteinas ou enzimas, a necessidade de estudos torna-se mais premente, devido as
condigBes especiais requeridas para o processo, tendo em vista a natureza quimica dessas

moléculas.

1.6- JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

Este trabalho constitui-se no estudo do processo de extragio por meio de liquidos, de
componentes da biomassa de Drechslera (Helminthosporium) monoceras produzida por
fermentagio em estado sélido, usando como substratos farelo de trigo e bagaco de cana de
agucar, ¢ a caracterizagéio das proteinas do extrato obtido.

O estudo do processo de extragfo foi projetado em trés etapas, sendo a primeira a
selegio das varidveis importantes no processo de extracfio através de planejamento estatistico.
Na segunda etapa foi determinada uma relagfo entre essas varidvels € a massa de proteina
total, bem como os niveis das variaveis que conduzem a maximiza¢io da quantidade de
proteinas no extrato bruto. Em uma terceira etapa foi feito um estudo da extragfio em coluna
de leito fixo, onde se determinou o coeficiente global de transferéncia de massa solido-
liquido, Kia. A caracterizagdo dos extratos obtidos por eletroforese SDS-PAGE permitiu a
identifica¢io da massa molecular das proteinas.

Dentre os varios fatores que justificam o desenvolvimento deste trabalho destacam-se
a escassez de estudos, especialmente de engenharia, sobre a extragdo de componentes

celulares da biomassa fingica produzida por fermentacio em estado sélido, € o potencial
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alergénico das proteinas extraidas da biomassa de Drechslera (Helminthosporium) monoceras
cultivada em meio solido.

A relevincia do assunto estd na contribuigio para a produgiio de extratos com
potencial alergénico, obtidos de biomassa fangica produzida por fermentagiio em meio solido

a partir de produtos agricolas abundantes no nosso pais.
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2- OBJETIVO

Este trabalho tem como objetivo o estudo do processo de extracfio de componentes
celulares da biomassa fingica de Drechslera (Helminthosporiumj monoceras, produzida por

fermentagio em estado sélido usando farelo de trigo ou bagago de cana de agtcar como

substrato para a obtengfo de extratos brutos com potencial alergénico.

O assunto foi abordado de acordo com o seguinte esquema:

Produgio de extratos brutos a
partir dos substratos bagaco de

cana de agticar e farelo de trigo

J

Selegdio das varidvels importantes

do processo de extragfo,

determinacdo das faixas das

variaveis operacionais que
conduzem a maximiza¢io da massa

de proteina total nos extratos ¢
determinacdo do modelo estatisrico
representativo da relagio entre as

variaveis € a massa de proteina total

no extrato

Identificagfio das faixas de massa
moleculares das proteinas por SDS-
PAGE

Variaveis estudadas: temperatura,
pH, liquido extrator, presenga de
inibidor de protease e relagio solido:

liqmdo

4

Extragéo em coluna de leito fixo

nas melhores condi¢des obtidas

Determinagdo dos parimetros;
tempo de residéncia, dispersdo axial
e coeficiente global de transferéncia

de massa solido-liquido, K;a
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3- REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1- RECUPERACAO E PURIFICACAO DE BIOPRODUTOS — “DOWNSTREAM
PROCESSING” '

A recuperagio ¢ purificag@o de bioprodutos (RPB) na biotecnologia tém o objetivo de
desenvolver operagdes unitdrias que levem a um produto final com purificagio satisfatéria,
forma aceitdvel para o mercado, seja o mais estavel possivel e tenha uma longa vida de
prateleira (Aunstrup, 1979).

De uma maneira geral, a RPB de processos de fermentacio submersa para recuperagio
de produtos extracelulares envolve as seguintes operagdes unitarias:

Separagéo de células ou sélidos suspensos;
Isolamento do produto;
Purificagfo do produto;

Formula¢do comercial do produto;

A

Controle do efluente.

Para a extragdo de produtos intracelulares € requerida uma etapa adicional de
rompimento das celulas.

Segundo Doelle et al. {1992) a economia do processo de RPB ¢ determinada pelo
capital investido em equipamentos € maquinarias € pelo custo dos materiais usados durante o
processo. Estes sdo determinados pelo tipo do produto. Qutros fatores que influenciam na
gconomia s3o:

1. A eficiéncia individual das operagdes unitarias;
. A quantidade de perdas em cada etapa;

2
3. O grau de destruigio ou degradacio do produto durante 0 processo;
4. O estado fisico do produto ao término de cada etapa de processo;

5

. O custo do tratamento dos residuos, j& que estes ndo podem ser deixados de lado.
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Coletivamente estes fatores determinam o custo da produgio do metabdélito microbiano
¢ também a economia global do processo. A contribui¢fo do processo de RPB no custo global
da produgdio varia com o tipo do produto. A alta purifica¢fio requerida, para produtos tais
como antibioticos e outros farmacos, no processo de RPB contribui com mais da metade do
custo global da produgdo.

O tempo da retirada do material fermentado do meio de cultura, a forga idnica do meio
de cultura, o suprimento de aditivos ¢ o grau de pigmentacio ou produgdo de metabdlitos
durante a cultura, t8m grande efeito na economia das operacBes do processo de RPB (Doelle
et. al., 1992).

Embora mutos dos aspectos discutidos acima sejam bem estabelecidos para a
fermentacdo submersa (FmS), ha poucos exemplos para o processo de fermentagdo em estado
solido. Porém, alguns trabalhos tém mostrado que altas concentragdes de produtos e pequenos
volumes de efluentes no processo de FES podem levar a custos menores no processo de RPB,

quando comparado com a FmS (Lonsane ef. a/., 1985; Kumar ¢ Lonsane, 1989),

3.2- RECUPERACAO E PURIFICACAO DE BIOPRODUTOS DE FERMENTACAO
EM ESTADO SOLIDO

A pequera quantidade de agua presente na fermentagio em estado solido traz dois
beneficios para a RPB, como produtos com altas concentragdes, 0 que reduz os custos do
processo sendo esta caracteristica muito atrativa comercialmente ¢ a redugdo do volume de
efluentes, que reduz os custos do tratamento de 4gua (Ramesh & Lonsane, 1987a).

Alem das operagGes unitarias citadas no paragrafo 3.1, a RPB para a fermentacgfio em
estado sdlido geralmente envolve uma operacdo adicional, que € a lixiviagdo do produto
associado ao sélido. Uma vez que o produto € recuperado em solvente adequado, o extrato ¢
similar ao caldo liquido produzido no processo de fermentagdo submersa.

A Figura 3.1 mostra o esquema convencionalmente usado para recuperagéio do produto

de processos de FES
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Solido fermentado
(Processo de FES)

!

Secagem controlada

'

Extragdo do produto
por Lixiviagdo

'

Obtengdo do extrato bruto

Figura 3.1. Esquema da sequiéncia de operagdes do processo de RPB de produtos intra e
extracelulares de processos de FES.

O numero € as etapas requeridas no processo de RPB depende do tipo de produto e das
caracteristicas fisicas do solido fermentado. Em alguns casos o processo de RPB representa
mais da metade da planta de produgdo em termos de espago, capital, bem como custo de

operagio.

3.2.1- Extracdo por Kluido Supercritico

Para temperaturas ¢ pressfes proximas aoc ponto critico, os solventes aumentam seu
poder de extragfo, o que ¢ explorado na extragfo do fluido supercritico (ScFE). Ele oferece
uma alternativa poderosa e eficiente para a destilagio convencional e processos de extragdo
com o solvente e simplifica os passos de separagdo do RPB. Entdo os componentes desejaveis
¢ ndo desejaveis podem ser removidos do meio de reacio por volatilizagio ou precipitagio de
uma fase do fluido supercritico (Doelle et. a/., 1992).

A técnica de ScFE tem sido empregada comercialmente na industria quimica ¢ um
grande numero de aplicagdes potenciais ocorre nas varias fases do desenvolvimento.

Equipamentos satisfatérios estdo disponiveis comercialmente, entretanto, ScFE envolve alto

10
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capital e custos de operagdo ¢ entdo algumas aplicagdes desta no processo de FES sera restrito
a produtos de alto valor (Doelle et. al., 1992).

3.3- EFEITO DO PRODUTO NO PROCESSO DE RPB

A extensio e o tipo de processo de RPB varia significantemente com a natureza e a
qualidade do produto, a qual ¢ influenciada pelos requerimentos do mercado. Portanto a

estratégia do processo de RPB deve atender a estas necessidades (Doelle ez. al., 1992).

3.3.1- Produtos sem Necessidade de Processamento

Alguns produtos da FES n@o necessitam do processo de RPB. Estes produtos sdo
retirados no final da fermentagio e diretamente usados ¢ consumidos na indistria. As
sementes de Kojl sfo bons exemplos — elas sdo produzidas através de técnicas de FES em
grande quantidade nos paises Asiaticos como fonte de indculo para varias fermentagdes.
Qutros produtos dessa categoria sfo os residuos agro-industriais, enzimas e alguns alimentos
fermentados (Doelle et. ai., 1992).

3.3.2- Produtos gue Necessitam de Processamento Simples

O processamento simples na RPB envolve secagem e/ou lixiviagio do sdlido
fermentado. O esquema do processo tem poucas etapas quanto possiveis € alcanga em pouco
tempo um produto de qualidade comercial. Por exemplo, se a semente de Koji nfo ¢ utilizada
imediatamente apds a sua produgdo ela pode ser seca sob condi¢des controladas ¢ estocadas
para uso posterior (Cannel € Moo-Yung, 1980a.0).

A aplicagfio da secagem ndo ¢ usualmente widvel quando os produtos provém de
fermentacdo submersa, devido a diluigBio dos caldos de fermentacdo, os quais contdm

metabolitos ou células na faixa de 1 — 3 % ou 0,002 — 12% em casos extremos.

3.3.3- Produtos que Requerem Processamentos Extensivos
Poucos produtos do processo de FES comercialmente usados requerem um extensivo

processo de RPB, determinado pelo uso do produto final e sua aplicagdo. Isto pode ser

il
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ilustrado com o© acido citrico, o qual ¢ comercialmente usado em diferentes graus de
purificacfo. Para suprir esta demanda comercial, o acido citrico produzido pelo processo de
FES tem sido lixiviado do sélido fermentado e purificado.

QOutro produto que requer extenso processo de RPB ¢ a aflotoxina. Devido ao seu uso
em pesquisas e estudos toxicologicos, ¢ essencial que seja altamente puro. O 4cido giberélico,
horménio de crescimento vegetal, tem sido recentemente produzido em FES (Kumar e
Lonsane, 1987a) e requer alta pureza. Além disso, este acido deve ser livre de substincias as
quais sdo toxicas ou inibidoras para as plantas (Kumar e Lonsane, 1989).

As proteinas e enzimas também se enquadram nas classes de produtos anteriormente
citadas, dependendo da sua aplicagdo. No caso de produtos que necessitam de tratamentos
extensivos para maior purificagdo, as proteinas podem ser precipitadas do extrato bruto obtido
por lixiviagdo. O precipitado ¢ entdo separado, podendo ser seco, embalado e vendido na
forma de po. Alternativamente o precipitado pode ser dissolvido em uma quantidade limitada

de agua para se obter um liquido concentrado.

3.4- SECAGEM DE PRODUTOS DE FERMENTACAO EM MEIO SOLIDO

Muitos produtos sdo simplesmente secos antes de serem comercializados, a secagem €
uma importante operagio unitaria no processo de RPB. Porém, ¢ dada pouca atengdo a
secagem de produtos da FES. Pardmetros importantes incluem o projeto de equipamentos, a
temperatura do ar, umidade e taxa de fluxo, a drea da superficie exposta do substrato, a
natureza fisica ¢ o contetido de umidade do sélido (Doelle er. af., 1992). Segundo este autor a
temperatura de secagem ¢ especialmente importante para produtos instdveis na presenga de
calor. Temperaturas de até 30 ou as vezes de 60°C tem sido usadas para muitas preparagdes
enzimaticas. Alguns processos sio melhores conduzidos a baixas temperaturas tal como a
temperatura ambiente. O conteido de umidade do sdlido seco € determinado pelo
armazenamento e pelas exigéncias de estabilidade. Valores de 8 até 15% de umidade sfo
comuns. O farelo de trigo fermentado seco a 12 - 15% pode ser estocado por varios meses sem
consideravel perda em suas caracteristicas. Secagem excessiva desperdica energia e deve

conduzir 2 uma degradacdo desnecessaria do produto.

12
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3.5- LIXIVIACAO DE PRODUTOS DA FERMENTACAO EM MEIO SOLIDO

Segundo Treybal (1981) a lixiviacdo ¢ uma importante operacdo unitaria em varios
processos e consiste na separaco do soluto de um sélido na forma de extrato bruto usando um
solvente apropriado. Muitas substincias orginicas, inorgénicas e bioldgicas ocorrem em
mistura no interior de sélidos. Para separar um soluto desejado ou remover um componente
indesejado da fase solida, esse € colocado em contato com a fase liquida, de modo a permitir a
difusio do soluto para a fase liquida produzindo a separagdo do componente. Esse processo €
chamado de lixiviagio sélido-liquido ou simplesmente lixiviagdo. O termo extracio também ¢
usado para descrever essa opera¢do unitaria. Na lixiviag8o, quando um componente indesejado
¢ removido de um sélido com 4gua, o processo € chamado de lavagem.

Nas industrias de processamento de alimentos, produtos bioldgicos e farmacéuticos sio
separados da sua estrutura natural atraves da lixiviacio sélido-liquido. A distribui¢do do
produto no sélido € importante. Produtos extracelulares estdio presentes na forma solivel no
filme fino da agua presente na superficie das particulas do substrato sélido. Em alguns casos o
produto pode estar presente no interior do solido, quer seja por serem intracelulares ou por
supersaturagdo da agua da superficie das particulas. E essencial para a lixiviagio retirar a
maior quantidade possivel de produto do solido, pois isto determina a economia do processo
de FES. A selecio da técnica mais adequada de lixiviaglo e de suas condi¢des ¢timas € critica
(Doelle et. al., 1992}

Segundo Kumar e Lonsane (1987¢) o solvente utilizado na lixiviagZo é retido até certo
ponto através de sorgdo do sélido. E desejavel que a concentragio do soluto no solvente retido

seja a menor possivel.

3.5.1- Fatores que Afetam a Eficiéncia da Lixivia¢do
Diferentes fatores influenciam significantemente no processo de lixiviagio e

conseqiientemente na sua eficiéncia.
3.5.1.1- Pré-tratamento do Solido Fermentado

A estrutura do solido e suas interagGes com substincias difundidas influenciam o

padriio e a taxa de difusio (Treybal, 1981). O pré-tratamento ou 0 pré-processamento do

13
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sélido resulta em propriedades fisicas desejadas, por isso sfo extensamente usados pela
inddstria de alimentos e quimica para melhorar a eficiéncia da lixiviag@io. Este fendmeno pode
também ser aplicado a lixiviagdo do produto do sélido fermentado seco ou umido obtido no
processo de FES.

Os procedimentos de pré-processamento que podem ser aplicados no solido
fermentado incluem o esmagamento e a moagem, que aumenta a difusio durante a lixiviagio.
Secar o solido antes da lixiviagio pode conduzir a um extrato mais concentrado. O pré-
processamento do solido fermentado Gmido tem sido conduzido para eliminar as células

microbianas e 0s esporos presentes no produto {Doelle et. a/., 1992).

3.5.1.2- Seletividade do Solvente

Produtos tais como enzimas, 4cidos organicos, micotoxinas e etanol sdo extracelulares
em natureza e entio podem ser lixiviador do solido fermentado pelo uso de solventes
apropriados. Um solvente ideal deve ser capaz de lixiviar o produto seletivamente ¢
completamente a temperatura ambiente com ¢ minimo tempo de contato ¢ preferencialmente
no pH do sélido fermentado seco ou umido. Além disso, o solvente usado deve render um
extrato com poucas impurezas quimicas (Ramesh & Lonsane, 1990). A sele¢do do solvente no
processo de lixiviagfio € governada pelos seguintes fatores:

1. A natureza e caracteristica de solubilizagdo do produto;

A difusividade do solvente através do solido;
Presenca de compostos interferentes no substrato solido;
A estabilidade do produto no solvente;

A perda ou alterac@o nas propriedades desejavel do produto devido ao solvente;

S AN e

A simplicidade como também a facilidade no processo de RPB do produto.

A maioria das informagdes sobre o tipo de solvente usado ¢ a sua eficiéncia € limitada
a produgdo de enzimas solGveis em dgua no processo de FES. Solventes tais como solugdo de
glicerina e salina diluida, solugdes tampio de diferentes tipos e forgas i0nicas, solugdo de
etanol diluido, dgua saturada de tolueno, dgua destilada, t&m sido consideradas como solventes
de lixiviag#o para enzimas de sélidos fermentados. Varios autores compararam a eficiéncia da

lixiviaglo de diferentes solventes tal como tampdo fosfato 0,01M (pH 7), agua destilada e
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solugdo de NaCl 1% ou glicerol para a recuperagiio de a-amilase bacteriana do farelo de trigo
fermentado seco. Para um tempo de contato de 5 min a 28°C, a eficiéncia da lixivia¢do foi de
aproximadamente 89,6% (para NaCl 1%) e 111,2% (para 1% de glicerol), quando comparada
com a da dgua (Doelle er. af,, 1992).

QOutros solventes usados incluem uma mistura de cloroférmio e dgua para lixiviar a
aflatoxina do mitho fermentado, agua destilada para lixiviar a tetraciclina do residuo de batata
doce fermentada, acetato de etila ou 5 — 10% de solugfio aquosa de etanol para lixiviar o acido
giberélico do farelo de trigo fermentado seco (Kumar ¢ Lonsane, 1987¢.). No Gltimo caso,
uma solugio aquosa de 10% de etanol foi o melhor agente e lixiviou 5% a mais do acido
giberélico em relagdo de 1:5 de sélido e solvente comparado a uma solucdo aquosa de acetato
em relacdo de 1:5 ou etilacetato em relagéo de 1:25. A eficiéncia de extragdo com etanol foi
96,8% (Kumar e Lonsane, 1987¢.).

3.5.1.3- Difusividade do Soluto no Solvente

A difusdo ¢ relativamente lenta na fase solida quando comparada aos sistemas liguidos
¢ gasosos. A taxa de difusio ¢ influenciada predominantemente pelos gradientes de
concentracio, embora a temperatura seja também importante (Treybal, 1981).

Os solidos usados em FES tém estrutura interna complexa, na qual a tortuosidade ¢ a
porosidade influenciam fortemente a difus@o interna, que € a etapa limitante do processo.
Apesar da importancia do fendmeno da difusfo no processo de lixiviago, a literatura ainda é
muito escassa em dados experimentais que permitam a elucidagdo dos seus efeitos (Doelle et.
al., 1992).

3.5.1.4- Retengdo do Solvente pelo Sélido

A habilidade das particulas do substrato solido de reter agua € altamente desejavel para
a etapa de fermentacfo, pois a agua absorvida € a Unica disponivel para 0 microrganismo. De
fato os tratamentos fisicos e quimicos s@io aplicados para aumentar a porosidade e a
capacidade dos substratos para retengio de agua. Entretanto, a alta capacidade de retengio de
agua causa problemas na etapa de lixiviagdo do produto. Durante a lixiviagdo, os solidos secos
retém uma porgdo de solvente aquoso igual 4 sua capacidade de retengio de dgua. Este

solvente retido contem solutos a uma concentragdo igual ao do extrato retirado na etapa de
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lixiviagdo, sendo altamente impraticdvel e caro remover completamente o solvente retido.
Entio, os solidos provenientes da lixiviagio sempre conterio uma quantidade significativa de

solvente e solidos dissolvidos associados (Treybal, 1981; Kumar e Lonsane, 1987¢.).

3.5.1.5- Mistura de Solidos e Solventes

A agitaco durante a lixiviagio assegura um bom contato do substrato com o solvente
aumentando assim a eficiéncia do processo. Por exemplo, um sistema de lixiviagdo agitado
para recuperar a amiloglicosidase do farelo de trigo fermentado seco recupera 8,5% a mais de
enzima que um sistema estatico. Em escala de laboratério uma boa qualidade de agitacdo pode

ser obtida em agitador reciproco ou com agitagiio mecénica (Doelle ez. af., 1992).

3.5.1.6. Relagdo sdlido:solvente

A relacBio do solvente com o solido € de grande importdncia no processo de lixiviaggo,
cuya eficiéncia aumenta quando esta relagio ¢ elevada. Um aumento na relagio do
solvente:solido de 2:1 para 9:1 melhorou a eficiéncia da lixiviagdo da a-amilase de 41% a
100%. Segundo Kumar e Lonsane (1987¢) a eficiéncia de lixiviagdo para recuperagfio do acido
giberélico aumentou até uma relaciio de 5:1 solvente:solido, entretanto permaneceu constante
com aumento adicional na relacfo.

Altas relagOes solido:solvente também induzem a diluigdo do soluto no extrato final. O
aumento na eficiéncia de lixiviag8o conseguida com a alta relagdo deve ser equilibrada contra
o esforgo extra requerido para a concentragdo do extrato diluido. Em alguns casos pode nio
ser possivel alcangar um balango econdmico satisfatério (Doelle er. ai., 1992).

As informagGes disponiveis das relagdes usadas no processo de FES sfo limitadas a
lixiviagdo de enzimas, micotoxinas, tetraciclina e acido giberélico. As relacles geralmente
usadas na lixiviacdo de enzimas so na faixa de 1:1 3 10:1, para extra¢io do acido giberélico
8:1, 10:1 e 25:1, (Kumar e Lonsane, 1987c¢.), enquanto que para a tetraciclina e micotoxinas
foram de 6,25:1 ¢ 5:1 (Doelle et. al., 1992).

3.5.1.7- Tempo de Contato Solido Solvente

Uma melhor lixiviagdo pode ser alcangada se assegurado um tempo de contato

suficiente entre o solvente e o solido. O tempo de contato Otimo para um processo eficiente de
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lixiviagio € determinado por muitos fatores tal como a afinidade do solvente pelo soluto,
distribui¢io do soluto na matriz sélida, fatores fisicos prevalecendo no sistema de lixiviagdo e
a presenca de alguns compostos com atividade de superficie no sélido (Treybal, 1981).
Maiores tempos de contato requerem maiores equipamentos para uma mesma quantidade de
solvente alimentada, o que deve ser considerado na economia do processo (Doelle er. af.,
1992},

3.5.1.8- Efeito da Temperatura de Contato

A temperatura de contato ¢ de grande importincia para a lixiviaglio, pois altas
temperaturas aumentam a taxa de difus@o do soluto, mas podem também desativar produtos
tais como enzimas e proteinas.

A temperatura de contato que tém sido usadas para a lixiviag#io de enzimas varia das
mais baixas até 30°C. Para a a-amilase bacteriana a temperatura de 28-30°C favoreceu uma
lixiviagdo mais eficiente do que as temperaturas de 4-5°C, quando glicerol 0,5% ou etanol
10% foi usado como solvente. Na presenca de tolueno 0,5% e clorofdrmio 0,1% em 4gua

destilada, observou-se 0 comportamento inverso para a eficiéncia da lixiviagio.

3.5.1.9- Efeito do pH

O pH influencia na solubilidade do soluto no solvente e, portanto é um parimetro
importante no processo de extracdo. A lixiviagdo do acido giberélico do farelo de trigo
fermentado ¢ maxima em pH 2.5 e diminui gradualmente com o aumento de pH, sendo 66,5%
eficiente a pH 7,5 (Doelle et. al., 1992),

3.6- TECNICAS DE LIXIVIACAO

A etapa de lixiviagio pode determinar a economia do processo de FES, o que torna
essencial 4 selecdo da técnica mais adequada, sendo que as técnicas de lixiviagdo em contra-
corrente e percolagio sfo freqiientemente usadas. Muitas das técnicas que tém sido usadas €

desenvolvidas para a lixiviagio do produto na inddstria quimica ¢ de alimentos pode também
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ser efetivas na lixiviagio dos solutos dos sélidos fermentados pelo processo de FES (Doelle et.
al., 1992).

3.6.1- Percolacao

Na técnica de percolagéio o solvente € alimentado no topo do percolador, passa através
do sélido e o extrato € descarregado continuamente na base do equipamento. Os solidos sio
suportados por um material filtrante, formando um leito fixo de particulas. Multiplas etapas de
percolagdo podem ser executadas com alimentagfo de solvente fresco ou com recirculagéo.

O método de percolagio € o mais simples de todas as técnicas de lixiviagdo usadas nas
operacgOes de FES e ¢ também razoavelmente eficiente, uma vez que este método envolve

custos menores de capital e equipamento (Doelle er. o/, 1992).

3.6.2- Extrator com Fluxo Pulsado

O extrator de coluna com fluxo pulsado € uma técnica de percolagfo modificada. Em
escala de laboratorio o extrator consiste de uma coluna de vidro com uma valvula na saida. O
solvente ¢ pulsado com taxa de fluxo apropriada, usando uma bomba dosadora eletrénica e
adicionado ao sélido via um dispositivo de spray, sendo o extrato coletado continuamente em
um receptor na saida da coluna. Devido & compressdo do sélido no leito, a taxa de fluxo na
saida ndo ¢ igual a da alimentacBo do solvente na coluna. O soélido comprimido oferece
resisténcia ao fluxo do solvente pelo leito, aumentando assim o tempo de contato ¢ a eficiéncia
da lixiviag@o (Doelle et. al., 1992).

3.6.3- Lixiviagdo em Contra Corrente

Na lixiviacdo em contra corrente o so6lido e o solvente se movem em diregdes opostas.
Inicialmente o solvente puro entra em contato com o sélido lixiviado, e nos estagios
subseqlientes, o contato € feito com sélidos progressivamente enriquecidos de soluto, até que
no final o solvente entra em contato com os sélidos frescos, ou seja, ainda ndo lixiviados
(Doelle et. al., 1992).

O contato Inicial do solvente fresco com os sélidos contendo baixa concentragio de
soluto aumenta a eficiéncia da lixiviagdo possibilitando a obtengdo de extratos com maiores

concentragdes de soluto do que na técnica de percolagfo (Kumar e Lonsane, 1987¢.) Entfo a
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relagdo soélido;solvente deve ser tdo baixa quanto 1 L/Kg de solido seco. Varios processos de
FES utilizam esse método para lixiviagio dos seus solutos.

Para evitar dificuldades no movimento do sélido, o processo de lixiviagdo em contra
corrente ¢ dividido em 2 — 5 estagios de contato. Os tanques de extragfio e seus acessorios sdo
similares aos usados na técnica de percolagdo, sendo que para a técnica de lixiviagdo em
contra corrente esses sdo equipados com bombas para recirculacdo de solvente dentro de cada
estigio e também para transferéncia de solvente de um estigio para o outro E possivel
aumentar a eficiéncia de lixiviagio pelo aumento do nimero de estagios de contato. Como o
solido retém duas partes de solvente baseada em seu peso e a concentragdo do soluto em tal
solvente retido € igual ao do extrato que sai do estagio de contato, cada estagio de contato
adicional somente recuperara 1/3 do soluto total retido no solvente aderido ao solido.
Entretanto, empregar um grande numero de estidgios de contato € impraticavel, pois consome
mais tempo ¢ necessita de trabalho e energia intensivos.Para alcangar uma concentragio
constante consideravel de produto no extrato vindo de cada estagio de contato, € necessario
que o sistema seja estabilizado para alcangar completamente um equilibrio. Os fluxos de
extrato ¢ s6lidos nos varios estagios, bem como a qualidade uniforme dos extratos em termos
de concentracbes de produtos € usualmente monitorada como critério para obtencio do

equilibrio do sistema (Doelle ef. al., 1992).

3.6.4- Taxa de Lixiviacio Quando um Sélido € Dissolvido

Quando um material ¢ dissolvido do solido para a solucdo solvente, a taxa de
transferéncia de massa da superficie do solido para o liquido € a etapa controladora do
processo. Essencialmente, tratando-se de um material puro, nfo ha resisténcia a transferéncia
de massa na fase solida.

Para um processo em batelada, a Equagfio (3.1) descreve o fluxo de material do sélido
para a solugio. Essa mesma equacgfo pode ser usada no caso da taxa de difusdo no sélido ser
muito maior quando, comparada com a taxa de difusfio a partir da superficie da particula
(Geankopolis , 1983).

Para um soluto designado como A, dissolvendo-se em um volume V de solugio, tem-

s¢:
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N
—‘-;—=KL(CAS“CA) (3.1)

onde N, (Kgmol de A dissolvido na solugdo por seg) ¢ a taxa de dissolugiio de A, A (m?) éa
area superficial da particula, K; ¢ o coeficiente de transferéncia de massa em m/s, Cas € a
solubilidade de saturacio do soluto solido A na solugiio em Kgmol/m® e C, € a concentragiio
de A na solugio a um tempo t em Kgmol/m®.

A taxa de actimulo de A na solucfo pode ser expressa pela Equagio (3.2):

Vde,

=N,y = AK (Cys = C) (3.2)

A integracio da Equag@o (3.2) det=0e Co=Cypoparat =te Cs = Cu, resulta na
Equacdo (3.4), que fornece a evoluglo da concentragio de A na solucfo extratora com ©

tempo, a qual aproxima-se exponencialmente de uma condigdo de saturagio.

dc, AK, ¢
= dt
fo o= (33)

- (KLa},
_C’;A,:S.._.._é_ = e | 1—5} In e xt (34)
Cas =0 Cus I-¢

3.6.5- Analise do Método dos Momentos
A analise dos momentos ¢ aplicada devido as dificuldades matematicas na resolugiio da
equacdo de transporte. A normalizagio estatistica do momento y,” do perfil de concentragiio

da curva de eluigdo C(z,t) € definida pela Equacfio 3.5:
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) f c(z,0)dt
- f c(z,n)dt

Ho 3.5)

4.6.5.1. Tempo de Residéncia e Dispersdo Axial

O momento ¢ simplesmente a area normalizada da curva de elui¢fio. O primeiro
momento gera o tempo de retengdo do soluto na coluna. Particularmente, o segundo momento
gera a varidncia do pico o qual é relativo a eficiéncia da coluna e a sua dispersio axial

(Nakanishi et. a/,1977)

f c(z,t)d! ,Z_}C(t)’dt

th = f c(z,t)dt h gc(r)dt =1 .
_ f c(z, )t ~ gc(l‘)tzdr
Hy = f c(z, )dt - ;c s -
Determinado-se i) € 1, , pode-se calcular a varidncia, seguindo a relagio:
- i—é_ (3.8)

Com os dados obtidos anteriormente, calcula-se a dispersdo axial (m®/s) da coluna,

através da Equagio (3.9)
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D, =—— (3.9)

Onde: O = varidncia

V,0 = velocidade superficial

H = altura do leito

3.7- PROCESSAMENTO DA RPB APOS A LIXIVIACAO

O extrato obtido da lixiviagio pode ser sujeito a um processo adicional de RPB,
dependendo do requenmento do produto no mercado. O extrato bruto contém varios solidos
soliveis bem como o produto de interesse, co-metabélitos e constituintes soliveis do meio.
Ele contém também uma variedade de solidos suspensos tal como finas particulas, células
microbianas e esporos. Muitas das operacgdes do processo de RPB sfo similares as usados no
processo de SmF (Doelle es. al., 1992).
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4- MATERIAL £ METODOS

4.1- MICRORGANISMO

Foi utilizada a cepa de fungo Drechslera (Helminthosporium) monoceras (1CB USP
K-1-16, FM USP 405 ¢ CBS 154.26), mantida em dgar-Czapeck adicionado de 6leo mineral
(Nujol). O fungo foi repicado e mantido em agar-Czapeck, modificado por Yunginger e al.
(1980), a temperatura de 25°C.

Para preparar o indculo, a cultura foi propagada 4 25°C em frascos de Erlenmeyers de
500 ml inclinados contendo 200 mL de agar-Czapeck, juntamente com uma quantidade de
substrato, por um periodo de 14 dias. Apods, foi adicionado 4dgua destilada para auxiliar na
raspagem do meio formando assim uma suspensio de micélio e esporos.

Agar—Czapeck, modificado por Yunginger ef al. (1980): 2,0 g NaNOs; 1,0 g KbHPOy;
0,5 g MgS0Oqy; 0,5 g KCI; 0,01 g FeSOy; 15,0 g Maltose; 15,0 g Dextrose; 10,0 g Tryptona ¢
1000 mL H,O destilada. Apds o ajuste de pH entre 6,8 2 7.0 0 meio ¢ autoclavado a 121°C
durante 15 minutos.

A Figura 4.1 mostra a foto do fungo Drechslera (Helminthosporium) monoceras ap0s
14 dias de cultivo. Como € caracteristico deste fungo, observa-se uma predominincia de

micélio.

Figura 4.1: Fotografia da cultura do fungo Drechslera (Helminthosporium) monoceras apos 14
dias de cultivo, (x400)
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4.2- SUBSTRATO

Os substratos, bagago de cana de agtcar € o farelo de trigo foram moidos numa faixa
granulométrica de 0,351 a 0,589 mm e pré-tratados em autoclave & 121°C, por 20 min, para

gelatinizagdo do amido e esterilizagio (Costa, 1996).

4.3- FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO

A fermentacio em meio solido para a produgdo da biomassa de Drechslera
(Helminthosporium) monoceras foi feita segundo procedimento experimental e condigdes
determinadas anteriormente por Hasan, 2000.

Os constituintes dos meios (substrato e nutrientes) foram inicialmente misturados
uniformemente em embalagens de polipropileno. Na Tabela 4.1 sfo apresentados os sais
(nutrientes) que compde o meio de fermentaglo. As embalagens foram autoclavadas a 121°C,
por 15 minutos. Apés o resfriamento, o meio foi inoculado com a suspensio de
microrganismos com concentragéo inicial igual a 0,4 mg/ml. A inoculagio foi realizada em
cdmara de fluxo laminar, para prevenir contaminagfo, entfio o pH foi ajustado com KOH 0,5N
a 9.0 e 0 meio transferido para os frascos de Erlenmeyers ou para bioreatores (colunas de
Raimbault) onde ocorreram as fermentagdes. A temperatura de fermentagfo utilizada foi de

25°C e tempo de fermentagiio 7 dias.

Tabela 4.1. Composigdo do meio de fermentacio em estado solido {Base de cdlculo 40 g/1)

Sais Concentracio (g/1)
NaNQ; 0,144
MgS0;4 0,036

KCl1 0,036
FeSO; 0,00072
ZnS0, 0,0008
CuSQOy 0,0004
K>HPOq 0,072
Maltose 1,08

Dextrose 1,08
Peptona 0,8
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4.4- EXTRACAO DAS PROTEINAS DA BIOMASSA FUNGICA

Apos a fermentacdo a extragio das proteinas da biomassa flingica foi feita através da
técnica de lixiviac@o simples descrita no item 3.6.1.

Para a obtencdo do extrato bruto de Drechslera (Helminthosporiumj monoceras foi
utilizada a seguinte metodologia, que foi adaptada segundo a técmica descrita por
YUNGINGER et al. (1980), com algumas modificagdes.

1- Ao término da fermentagfio, a massa fermentada foi seca a 35°C e ap0s triturada
com auxilio de graal e pistilo;

2- O extrato bruto foi obtido mantendo-se o triturado fingico com liquido extrator em
condig¢des pré-determinadas de pH, temperatura e relagfio de solido solvente e sob agitagdo
constante por uma noite (16 h);

3- As misturas foram inicialmente filtradas e, apos, centrifugadas i velocidade de
12000 rpm durante 15 minutos, para remogdo de solidos em suspensio,

4- O extrato bruto foi conservado sob refrigeracéo.

A metodologia de extragio, juntamente com o planejamento experimental foi utilizada
para determinar as melhores condigbes de operagio. A extragfio foi feita com liguidos
extratores, os quais foram os mais citados na literatura para extracio de proteinas de meio
liquido, tais como as solugdes de Coca (solucdo bicarbonatada), Tris-HCI, e NaCl em
diferentes concentragles e dgua destilada (Menezes et al., 1995), bem como o pH do meio,

adigdo de inibidor de proteases (PMSF), temperatura de contato e relago solido:solvente.

4.4.1- Planejamento Experimental

A metodologia do planejamento experimental fatorial associada a analise de superficie
de resposta ¢ uma ferramenta fundamental na teoria estatistica, por fornecer informagdes muita
mais seguras do processo, minimizando o empirismo que envolve técnicas de tentativas e erro
(Box et. al., 1978).

Através desta técnica sistematica de condugfio de experimentos ¢ possivel avaliar os
efeitos principais das variaveis nas respostas desejadas, bem como a interagio entre elas. A
partir da analise de vanfncia pode-se propor um modelo probabilistico adequado que

correlaciona as respostas em fungio das variadveis estudadas, construindo-se as superficies de
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resposta para determinar as faixas otimas de operagio. Nem sempre o objetivo do trabalho em
estudo ¢ a otimizagfio do processo, mas sim um meihor conhecimento sobre as respostas do
sistema frente as variagdes ou perturbagfes que podem ocorrer dentro das faixas de operagio
estabelecidas. Assim, outra informagfo muito importante que pode ser obtida através do
plangjamento fatorial € a verificagiio das varidveis que apresentam nenhuma ou pouca
influéncia nas respostas, fornecendo subsidios fundamentais quanto a flexibilidade e robustez

do sistema e conseqiientemente na defini¢io da melhor estratégia de controle operacional.

4.4.1.1- Planejamento Fatorial e “Screening Design”

A analise univariavel ou o estudo de uma vaniavel por vez mantendo as outras
constantes, dificulta grandemente a discussfo dos resultados, além do tempo gasto, material, e
principalmente da falta de uma conclusfio baseada numa metodologia cientifica. A maior falta
de informacfio no estudo univariavel relaciona-s¢ ao efeito sinérgico ou antagbnico entre as
variaveis, que so6 podem ser obtidas pela determinagdo dos efeitos de interagdo entre as
variaveis através de um planejamento fatorial. Uma outra vantagem do planejamento fatorial é
a possibilidade de otimizar varias respostas a0 mesmo tempo.

Para se aplicar o método de andlise de superficie de resposta € necessario
primeiramente programar ensaios através de um planejamento fatorial. Este método consiste
na selegio de um ntimero fixo de niveis para cada um dos fatores ou variaveis de entrada e
entdo executar experimentos comn todas as possiveis combinagdes. Como primeira etapa €
usual um planejamento fatorial com dois niveis (-1 e +1) para cada variavel. Uma
particularidade muito grande em processos bioquimicos € o grande nimero de variaveis
envolvidas. Os planejamentos fatoriais fracionados sdo muitos Uteis nas etapas prévias de um
desenvolvimento de processo, por exemplo, para identificagio das variaveis mais relevantes
que devem entrar num planejamento completo numa etapa posterior. Assim, este
procedimento é muito interessante em termos qualitativos, mas ndo se deve a partir de um
planejamento fracionado otimizar o processo. Isto porque os efeitos principais, na verdade
contrastes, estdo confundidos com interagdes de 2° ou 3% ordem ou superiores conforme o tipo
de resolucdo do fracional.

Quando o nimero de varidveis aumenta, a utilizagio do planejamento fracionado

comeca a dificultar a andlise dos contrastes das variaveis. Uma alternativa muito interessante

26



Material e Métodos

que reduz drasticamente o nimero de ensaios a seremn realizados é o planejamento fatorial
proposto por Plackett ¢ Burman em 1946, citado por Rodrigues et al, 1998, Sdo
planejamentos saturados, muito Gteis como avaliag@o prévia de variaveis (“screening desing™),
etapa preliminar a otimizagéo de processos. As fragbes propostas por Plackett Burman (PB)
permitem estimar “efeitos principais” (contrastes) com varidncia minima. Nos planejamentos
de PB as colunas so todas ortogonais. Esta simetria permite que os “efeitos principais” de
cada variavel sejam determinados individualmente, admitindo-se que os efeitos de interagdo
sejam despreziveis (Barros Neto er. a/.,1995). Os planejamentos propostos por PB com maior
poténcial de uso para 12, 16, 20, 24, 28 ¢ 36 ensaios, existindo porem para sistemas superiores
a 100 vanaveis. Eles podem ser usados por qualquer nimero de fatores ou vandveis de
entrada, desde que estes fiquem pelo menos em 1 abaixo do nimero de ensaios. Apesar disto,
¢ conveniente utilizar um planejamento que fique com o nimero de ensaios um pouco superior
ao numero de varidveis, para se ter graus de liberdade que possibilitem estimar o erro padrio e
assim definir as varidveis estatisticamente significativas. As colunas do planejamento do PB
que sdo relacionadas com as varidveis sfio chamadas de varidveis inertes, utilizadas para
determinar o erro padrdo. Embora os plangjamentos de PB apresentem as vantagens citadas

acima, ele € pouco utilizado na literatura (Rodrigues er. a/., 1998).

4.4.1.1.1- Seleglio das Variaveis Importantes do Processo

O planejamento de Plakett Burman foi usado na avaliacio das varidveis mais
importantes do processo. Para isto, foram utilizadas no processo de extracfio 5 variaveis
independentes a serem analisadas através do software Statistica 5.0.

As varidveis independentes estudadas foram: temperatura de contato (°C), relagéo
solido:solvente, pH do meio, inibidor de protease (ul.) ¢ a concentragio de sais do liquido
extrator (solvente) (M). A resposta determinada (varidvel dependente) para cada ensaio foi
expressa em termos de massa de proteina total.

A Tabela 4.2 apresenta os valores reais das varidveis correspondentes ao nivel inferior
(-1) e superior (+1) e a Tabela 4.3 o planejamento de PB na forma codificada para 12 ensaios

com 3 pontos centrais, para o calculoe do erro puro.
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~ Tabela 4.2. Niveis das variaveis do planejamento nio saturado

= Niveis 1 0 +1
Variaveis
Temperatura de
contato (°C) 4 14,5 25
Relagdo solido:
liquido 1:15 1:20 1:25
pH do meio 5 62 74
Inibidor de protease
(uL) 0 20 40
Cong. de sais no 0,05 0125 0,2
liguido extrator

Tabela 4.3. Matniz do planejamento Plackett Burman para 12 ensaios.

Relacio

Ensaios Tgmperatura solido:solvent pH do meio Inibidor de Conc: de‘ sais
e contato protease no liquido

i +1 -1 +1 -1 -1
2 +1 +1 -1 +1 -1
3 -1 +1 +1 -1 +1
4 +1 -1 +1 +1 -1
5 +1 +1 -1 +1 +1
6 +1 +1 +1 -1 +1
7 -1 +1 +1 +1 -1
8 -1 -1 +1 +1 +1
9 -1 -1 -1 +1 +1
10 +1 -1 -1 -1 +1
11 -1 +1 -1 -1 -1
12 -1 -1 -1 -1 -1
13 0 0
14

15
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4.4.1.2- Determinagdo da Relagio entre as Principais Varidveis e seus Melhores Nivels

Nos experimentos subseqilentes, as varidveis temperatura, pH e relagio sélido:solvente
foram selecionadas para a realizagio de um planejamento fatorial completo com 2 ensaios
mais seis pontos axiais e trés pontos centrais, ou s¢ja planejamento estrela.

As Tabelas 4.4 ¢ 4.5 apresentam o0s niveis dos fatores utilizados no planejamento, tanto

para o farelo de trigo como para o bagaco de cana de aglcar.

Tabela 4.4. Niveis dos fatores utilizados no planejamento fatorial composto central para o
substrato farelo de trigo fermentado.

Niveis
Fatores - 1,68 -1 0 +1 + 1,68
Temperatura de
contato (°C) 15 19 25 31 35
 Relagio 1:10 1:12 115 118 1:20
solido:solvente
pH do meio 5,8 6,5 7.4 8.4 9

Tabela 4.5. Niveis dos fatores utilizados no planejamento fatorial composto central para o
substrato bagaco de cana de agucar fermentado.

Niveis
Fatores -1,68 -1 0 +1 +1,68
Temperatura
P 8.5 15 215 26
 Relagdo 1:10 1:12 115 118 1:20
solido:soivente
pH do meio 5,8 6,5 7.4 8.4 S

A matriz do planejamento fatorial composto central € apresentada na Tabela 4.6.
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Tabela 4.6. Matriz do planejamento fatorial composto central.

Ensaios Temperatura Relacio pH
solido:solvente

1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1
4 +1 +1 -1
5 -1 -1 +1
6 +1 -1 + 1
7 -1 + 1 +1
8 +1 + 1 +1
9 0 0
10 0 0
i1 0 0
12 - 1,68 0 0
13 + 1,68 0 0
14 0 - 1,68 0
15 0 + 1,68 0
16 0 0 - 1,68
17 0 0 + 1,68

4.5- IDENTIFICACAO DAS PROTEINAS NOS EXTRATOS

A identificacdo das proteinas nos extratos brutos foi feita através de seus pesos
moleculares usando a técnica de eletroforese SDS-PAGE.

As proteinas, quando apresentam estruturas terciarias e quartenarias, séo desnaturadas
na forma de suas sub-umdades de polipeptideos por SDS e -Mercaptanol. As subunidades se
ligam a quantidades de SDS por unidade de peso (4g de SDS por g de proteina) e ficam
carregadas negativamente. Todos os polipeptidios adquirem a mesma densidade de carga e a

separacgio dependera, na maior parte, do seu tamanho.

oo s = -
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Para os ensaios de eletroforese as amostras, extratos protéicos brutos, passaram por
varias etapas anteriores de precipitagdo e centrifugagfio, para remogfo de sais e algumas
impurezas. As precipitacdes foram feitas com alcool 70% e acetona 1:1.

Para cada 2 ml de amostra adicionar 3 ml. de dlcool 70%;

Colocar as amostras em banho a 0°C por 1h sob lenta agitagéo;

Centrifugar por 20 min, 10000 rpm a 4°C, descartar o sobrenadante;

Ressolubilizar o precipitado com 3 mL de tampéo acetato 100uL, pH 5, agitar bem;
Centrifugar por 10 min para remover sélidos insolveis,

No sobrenadante (volume conhecido) adicionar acetona na proporgio de 1:1;
Agitar 1h, 0°C;

Centrifugar por 20 min, 10000 rpm a 4°C, descartar o sobrenadante;

e R o

Ressolubilizar o precipitado em solugfio tampéo Tris-HC! 30 mM, pH 7.5;
10. Centrifugar por 10 min, para remover insolaveis;
11. Passar o sobrenadante (2,5 mL) em uma coluna de PD - 10

Os ensaios de eletroforese foram realizados com os extratos brutos pré-tratados em
equipamento PhastSystem da Pharmacia. As proteinas foram inicialmente desnaturadas com
SDS (Sodium Dodecyl Sulphate) e eluidas em gel do tipo PhastGel IEF, de gradiente médio 8-
25, produzido pela Pharmacia Biotech. Foram usados marcadores padrdes de peso molecular
médio conhecido. A revelacio das proteinas no gel foi feita por fixagdo em solugdo de

glutaraldeido, seguida de reagdio com nitrato de prata e revelag@o com éacido acético.

4.6- QUANTIFICACAO DAS PROTEINAS

A quantificagdo das proteinas foi feita por dosagem de proteina total, segundo o
método colorimétrico de Bradford (1976) cuja faixa de linearidade variade 0 a 1,1 mg/mL .

A quantificagio das proteinas foi feita em relag¢@o a proteina albumina de soro bovino
(BSA) usada como padriio. A curva padrio foi construida a partir de diversas diluigdes das
concentragdes de proteina padrio (mg/mL) versus a leitura de absorbéncia a 595 nm que esta

apresentada no Anexo 1.
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O ensaio envolve as seguintes etapas:

Calcular o volume necessario do reagente de Bradford (1 mL para cada amostra);
Filtrar o reagente com papel filtro Whatmam tipo 1;

Diluir ¢ reagente na propor¢do de 1:4 com agua deionizada,

Transferir 5 ml do reagente diluido a um tubo de ensaio;

Adicionar 100 ml da amostra;

Agitar ¢ deixar reagir por aproximadamente 10 min;

AN N T

Ler a absorbdncia a 595 nm.

4.7- EXTRACAO DE PROTEINAS EM LEITO FIXO

4.7.1- Determinacio do Tempo de Residéncia e Dispersio axial

Para a determinagdo do tempo de residéncia e da dispersfio axial do solvente a coluna
de extragdo de leito fixo, com didmetro de 5 cm, foi empacotada com 50 g de farelo de trigo
fermentado previamente homogeneizado, o que correspondia a uma altura de leito de 13 cm. O
farelo de trigo foi lavado com 4dgua em abundéincial, passando este solvente através da coluna.
Foi colocado um anteparo (tela) para fixar o leito. Apds a preparagdo da coluna adicionou-se
10 mL de solugdio de BSA 5% & uma vazio de 2 cm /s e temperatura de 30°C, a primeira
amostra foi coletada no momento em que a solugZo comegou a sair da coluna, retirando as
fragbes seguintes em intervalos de 10 s.

Os dados foram analisados pelo Método dos Momentos descrito no item no item 3.6.5,

atraves das Equagdes

4.7.2- Determinacio do Coeficiente Global de Transferéncia de Massa (KLa)

Para a determinagfio do coeficiente global de transferéncia de massa sélido liquido,
relativo & extragdo das proteinas do meio sélido proveniente da FES, a coluna de extragdo foi
empacotada com farelo de trigo fermentado previamente homogeneizado, ¢ mantida a
temperatura a 30°C através de banho termostatico. O pH da agua (solvente) foi ajustado em
9.0 e a vazio ajustada em 2 cm’/s. O solvente foi alimentado continuamente pelo topo da

coluna e as amostras retiradas em volumes iguais, de 10 em 10 min na base da coluna.
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Posteriormente, essas amostras eram centrifugadas por 15 min. a 12000 rpm e quantificadas
quanto a concentragdo de proteina total pelo método de Bradford.

Os dados experimentais foram analisados através do modelo descrito pela Equagdo
(3.4) do item 3.6.4, considerando que a devido a natureza do micélio formado durante o
crescimento do fungo, e a sua caracteristica aerobia, a biomassa situa-se associada somente a
superficie do solido. Portanto, o processo de extragio das proteinas da biomassa pode ser
descrito pela equagio da difusdo do soluto da superficie de particulas solidas para a solugéo
liquida.

Neste caso, a Equagio (3.2) do item 3.6 .4 pode ser escrita como:

dacC, Ap
=K C..-C
= LVP(AS 1) (4.1

Onde: Cys € a quantidade total de proteinas extraida do solido, tomada como concentragio
cumulativa em todas as solu¢es de extrato. 4p ¢ Vp sdo a area e o volume da particula
respectivamente.

Considerando o leito com » particular, tem-se que o volume total de solido V, ¢:
Vs =nVp (4.2)
Em termos de porosidade do leito, €, tem-se;
Ve=(-¢g)-V; (4.3)

Onde: Fré o volume total do leito

Substituindo a Equaco (4.2) em (4.3), tem-se:
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v, (4.4)

nd, = A, (4.5)

A
Ay =L (4.6)
n

Substituindo (4.6) e (4.4) em (4.1) obtem-se:

dCA K, A4,

= C,.-C 4.7
i Ca=Co 47)
dCA K,

=t g {C - C 4.8
ar (1-2) a-(C 4) (4.8)

Onde a ¢ area especifica total de troca de massa no leito, e Kpa o coeficiente de transferéncia
de massa solido-liquido.

Integrando a Equagfo (4.8) com os limitesde C4 = Cyef=0para Cy=Cyset=¢

de , K,a
= dt
fo o550 (49

Cx-C, K
In =4 *4=~1_~"th (4.10)
A8

A Equacfio (4.10) foi usada para determinar o K;a, atraveés do ajuste linear das

variaveis /n (Cas - Ca/ Cas) versus tempo.
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5- RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1- PRODUCAO DA BIOMASSA DE Drechslera (Helminthosporium) monoceras POR
FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO

A produgio da biomassa de Drechslera (Helminthosporium) monoceras por fermentagdo
em meio solido foi conduzida conforme procedimento descrito no item 4.3, usando como
substratos farelo de trigo ou bagago de cana de aglcar.

As produtividades obtidas, expressas em mg de proteina total por grama de sélido
fermentado seco sdo apresentadas na Tabela 5.1. Pode-se observar que essa produtividade é

bem maior para o farelo de trigo do que para o bagaco de cana usado como substrato na FES.

Tabela 5.1. Produtividade (mg de proteina total por mg de sélido fermentado seco) dos
substratos farelo de trigo ¢ bagaco de cana de agicar fermentados

Substrato Produtividade (mg/mgs)
Farelo de trigo 23,59
Bagago de cana de agtcar 8,33

Na Figura 5.1 € apresentada uma fotografia do gel de eletroforese contendo as bandas
caracteristicas dos extratos brutos, obtidos por extragdo com Tris-HCl para ambos os
substratos antes (imediatamente apds a inoculagio) ¢ apos a fermentagiio. Embora as bandas
dos extratos brutos ndo apresentem boa defini¢@o, devido a presenga de varios interferentes no
meio, pode-se observar que diferentes proteinas foram produzidas em decorréncia do
crescimento da biomassa fungica. As bandas obtidas para os extratos de farelo de trigo
fermentado e mais nitidamente para o bagago de cana de agiicar fermentado situam-se nas
mesmas faixas de massas moleculares de 94,0; 67.0; 43,0; 30,0; 20,1 e 14,4, identificadas a
partir dos padrdes. Trés dessas faixas de massas moleculares, 67,0; 30,0 e 14 4, séo idénticas

as obtidas da biomassa dessa mesma cepa de Drechslera (Helminthosporiumj monoceras
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cultivada em fermentagfio submersa por Menezes ef al. (1995), as quais foram designadas
como Drel, Dre2 e Dre3 e tiveram sua alergenicidade comprovada em testes in vive ¢ i
Vilro.

Esses resultados indicam que os extratos brutos obtidos da biomassa de Drechslera
(Helminthosporiumj monoceras cultivada em meio sélido contém proteinas potencialmente
alergénicas, devendo essa alergenicidade ser comprovada através de testes imunolOgicos

especificos como “immunoblotting”.

Figura 5.1. Fotografia do gel de eletroforese contendo as bandas caracteristicas dos extratos
brutos, obtidos por extragdo com Tris-HCI para os substratos bagaco de cana de acicar (3,4) e
farelo de trigo (1,5) antes (imediatamente apds a inoculagio) e apods a fermentagio

5.2- EXTRACAO DE PROTEINAS DA BIOMASSA FUNGICA

5.2.1- Extracéio em Batelada

5.2,1.1- Seleciio das Varidveis Importanies do Processo e seus Efeitos sobre a Concentracio
de Protefna Total

A extracde das proteinas da biomassa de Drechslera (Helminthosporium) monoceras

produzida por fermentagio em meio sdlido foi feita inicialmente em batelada, em frascos de

Erlenmeyers agitados, usando os solventes dgua, € soluges de NaCl, Coca e Tris-HCI, para
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selecio do methor solvente, determinagfio das varidveis importantes do processo € dos seus
efeitos sobre a massa de proteina total.

Os resultados obtidos do planejamento fatorial proposto por Plackett Burman, que ¢
uma avaliagio prévia das variaveis “screening desing” sdo apresentados na Tabela 5.2 em
termos de massa de proteina total, para os substratos bagago de cana de agtcar ¢ farelo de trigo

fermentados.

Tabela 5.2. Matniz com as respostas do planejamento Plackett Burman

RESPOSTAS ~ Massa de Proteina Total (mg)

Ensaios
* , Bagaco de cana de aciicar , Farelo de trigo

Agua  Na(Cl TrissHCI Coca Agua NaCl Tris-HCl  Coca
1 10,66 12,06 12,26 10,19 30,60 23,28 25,107 26,48
2 8,87 10,49 10,14 8,69 2485 18,19 28,45 20,05
3 13,03 1295 11,50 10,70 30,67 24,81 28,21 23,33
4 9,45 11,58 12,28 11,31 36,82 21.39 26,55 26,72
5 6,88 7,24 8,37 9,28 2499 12,02 20,53 17,65
6 13,59 10,05 11,58 12,36 3545 17,90 27,33 25,22

7 12,60 11,52 13,37 13,42 31,24 2598 31,56 29,85
8 13,50 12,46 10,69 10,62 2994 21,76 24,93 18,91
9 8,38 7,86 7,55 813 22,65 2047 17,92 17,79
10 8,68 8,76 827 763 2555 20,54 19,91 18,99
11 9,68 10,14 11,14 9.41 2490 3459 21,46 20,42
12 732 791 8,69 6,22 21,20 23,69 21,37 20,07
13 11,74 11,02 11,34 12,31 29,28 2741 28,10 27,39
14 1224 12,18 11,36 12,21 29,31 2732 29,06 28,04

15 11,88 11,76 11,42 11,97 30,64 2721 27.19 28,19

(*) As condigdes experimentais dos ensaios estdo descritas na Tabeia 4.3.
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Analisando os resultados para os varios niveis de condi¢des operacionais, observa-se
que o solvente que resultou em um maior rendimento de proteinas, tanto para o bagago de
cana de aguicar como para o farelo de trigo fermentados foi a agua. A extragfio foi portanto
fortemente influenciada pela forga idnica do meio, dentre outros fatores. A dgua foi o solvente
selecionado para os experimentos subsequentes de determinagdo dos melhores niveis das
varidveis operacionais do processo.

As Tabelas 5.3 a 5.6 apresentam 05 valores dos efeitos estimados para a resposta massa
de proteina total (mg), juntamente com os parAmetros estatisticos erro padrfio e distribuigio
normal padrio t(2), correspondentes aos extratos obtidos de bagaco de cana de aghcar
fermentado. Os numeros em vermetho séo estatisticamente significativos a um intervalo de

confianga de 95%.

Tabela 5.3. Efeitos estimados para a resposta massa de proteina total no extrato bruto obtido
do bagaco de cana de aclicar fermentado usando agua como solugfio extratora.

Efeito Erro padrio #2) p

Média 10,56 0,0666 158,6587 6,000040

Temperatura de -1.06 0,1489 27,1402 0,019056
contato

Relagdo 11 0,1489 74536 0,017528

solido:solvente

pH da solugdo 363 0,1489 25,7629 0,001503

Inibidor de 0,54 0.1489 -3,6708 0.066855
protease

R=0,8758

Erro puro = (,0665
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Tabela 5.4. Efeitos estimados para a resposta massa de proteina total no extrato bruto obtido
de bagaco de cana de aglicar fermentado extraido com solugiio de NaCl.

Efeito Erro padrio t(2) P

Média 10,53200 0,1516 69,45266 6.000207

Temperatura de -0,44333 0.3390 -1,30745 0,321155
contato

Relagdo 0,29333 0,3390 0,86508 0,478183

solido:solvente

pH da solucdo 3103667 0,3350 8.05551 0.012240

Inibidor de 0,12000 0,3390 -0,35389 0757244
pretease

Conc.dasolugio ;7440 0,3390 .2,15286 0,164201
extratora

R~=0.8025

Erro puro = 0,3449

Tabela 5.5. Efeitos estimados para a resposta massa de proteina total no extrato bruto obtido
do bagago de cana de agtcar fermentado extraido com solugfo de Tris-HCL

Efeito Erro padrio t(2) p

Média 10,73067 0,016750 5982315 0,000001

Temperatura de 0,16000 0.024077 6.6564 0021833
contato

. Relagdo 0,89333 0024037 37,1649 0.000723

solido:solvente

pH da solugfio 375333 0,024037 114,5456 0.000076

Inibidor de 4034000 0.024037 14,1449 0,004961
pfotease

Conc.dasolugde  ; jocco 6.024037 61,8491 0,000261
extratora

R=09357

Erro puro = 0,00173
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Tabela 5.6. Efeitos estimados para a resposta massa de proteina total no extrato bruto obtido
do bagago de cana de agucar fermentado extraido com solugfio de Coca.

Efeito Erro padrio t(2) p

Média 10,29667 0,045117 228,2208 0,000019

Temperatura de 0,16000 0,100885 1,5860 0,253635
contato

’ .Re-lagée 1,62667 0,100885 16,1240 0,003824

solido:solvente

pH da soluggio 3,20667 0,100885 317854 0000588

Inibidor de 0,82333 (,100885 81611 0,014684
protease

Conc.da solugio .0,08667 0,100885 -0,8591 0,480830
extratora

R=10,8352

Erro puro = 0,0305

Os valores dos efeitos significantes obtidos mostram que as variaveis mais importantes
do processo de extragio do bagaco de cana de actcar com liguido extrator agua foram:
temperatura, pH e relagfo solido:solvente

Analogamente, as Tabelas 5.7 a 5.10 apresentam os efeitos estimados para a resposta
massa de proteina total (mg), juntamente com os parimetros estatisticos erro padrio,
distribuig8o normal padrio t(2), correspondentes aos extratos obtidos do farelo de trigo
fermentado. Os ntmeros em vermelho sdo estatisticamente significativos a um intervale de

confianga de 95%.
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Tabela 5.7. Efeitos estimados para a resposta massa de proteina total no extrato bruto obtido
do farelo de trigo fermentado extraido com dgua.

Efeito Erro padrio t(2) p

Média 2853933 0.1644 173.5944 0.00000

Temperaturade 5 o315 0,3676 $.0066 0,004067
contato

 Relagdo 0,89000 03676 24210 0,094084

solido;solvente

pH da solugido 843000 03676 229316 Q000182

Inibidor de 035333 03676 0.9612 0407380
profease

R=00347

Erro puro = 0,40542

Tabela 5.8. Efeitos estimados para a resposta massa de proteina total no extrato bruto obtido

do farelo de trigo fermentado extraido com solugio de NaCl

Efeito Erro padriio t(2) p

Média 23.08267 0.029863 892,502 0.000001

Temperatura de -6.38333 0,057831 116,379 0000082
contato

Relagio 0.24000 0,057831 5879 0.027733

solido:solvente

pH da solugio 0.99000 0,057831 17115 0.003395

Inibidor de 422000 0,057831 .97 0.000188
protease

Conc.dasolugio  , o900, 0.05783 1 86,286 0.000134
extratora

R=0.8001

Erro puro = 0,0100333

41



Resultados e Discusséio

Tabela 5.9. Efeitos estimados para a resposta massa de proteina total no extrato bruto obtido
do farelo de trigo fermentado extraido com solugio de Tris-HCI.

Efeito Erro padriic #2) p

Média 25,17800 0,241445 104,2806 0,600092

Temperatura de 0,40333 0,057831 0,7471 0,532909
contato

. Relagdo 3,62667 0,057831 6,7175 0,021451

séhido:solvente

pH da solugdo 567333 0,057831 10,5084 0,008935

Inibidor de 1,09333 0,057831 2,0251 0,180128
protease

Cone. da solugdo 261000 0,057831 -4.8343 0.040274
extratora

R=0,8442

Erro puro = (,8744

Tabela 5.10. Efeitos estimados para a resposta massa de proteina total no extrato bruto obtido
do farelo de trigo fermentado extraido com solugdo de Coca.

Efeito Erro padrio t(2) p
Média 23,7333 0,109798 211,9654 0,000022
Temperatura de 0,79000 0245515 32177 0,084519
contato
 Relagdo 1.26000 0245515 5,1321 0,035934
solido:solvente
pH da solugfo 5,82333 G 245513 24,1261 0,001714
Inibidor de -0.59000 0245515 24031 0,138163
protease
Conc.da solugdo , R ) ,
extratora -3 61667 0.245515 -14,7309 0.004577
R=0,7637

Erro puro = ,18083

Os resultados obtidos mostram que para o soluglio extrator dgua, os efeitos mais
importantes estdo nas varidveis pH da soluco e temperatura. Para as demais extragBes as
variaveis que apresentaram efeito significativo foram: o pH do meio, relagfio sélido:solvente ¢

concentragdo de sais no liquido extrator quando uitlizou-se a solugdo de Tris-HCL e Coca
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(solugfio bicarbonatada) e pH do meio, relacfio sélido:solvente, temperatura, concentragdo de
sais quando utilizou-se como liquido extrator a solugdo de NaCL.
A Tabela 5.11 apresenta de forma comparativa os efeitos das variaveis estudadas sobre

a massa de proteina total, variavel resposta analisada.

Tabela 5.11. Comparagéio dos efeitos das varidveis estudadas sobre a massa de proteina total
nos extratos brutos.

Bagaco de cana de acucar Farelo de trigo
Varigvel - ; . -
Agua NaCl  Tris  Cgoea  Agua  NaCl Tris-  Cgea
HCH HCI
Temperatura
de contato -106  -0,4433 01600 0,1600 29433 63833 04033 0,7900
Relagdo

solidosolvente 1,11 02933 08933 16266 (08900 03400 26266 12600

pH do meio

383 30366 277333 32066 84300 039900 56733 59233
Inibidor de
protease 0,54 -0,1200 03400 (08233 00,3533 42200 1,0933  -0,5900

Conc. solugio . o i
extratora - -0,7300 -1,4856 -0,0866 - 49900 26100 -36166

Bl

Dos resultados da Tabela 5.11, pode-se concluir que as varidveis temperatura, pH do
meio e relagfio sdlido:solvente exercem influéneia sobre as respostas, sendo significativas nos
casos onde se utilizou a Agua como liquido extrator com exceclio da variavel relacdo
solido:solvente para o farelo de trigo. J4, a varidvel inibidor de protease nfio foi significativa
quando utilizou-se este liquido tanto para o farelo de trigo quanto para o bagaco de cana de

acucar. Estes resultados podem ser melhor visualizados nas Figuras 5.2 ¢ 5.3.

43



Resujtados e Discussiio

Efeitos

Parametros

NaCl O Tris-HCI O Coca

B Agua

Figura 5.2, Efeito das variaveis estudadas no Planejamento Plackett Burman para os extratos
brutos obtidos do bagago de cana-de-aclicar fermentado. Pardmetros: 1- Temperatura, 2-
Relagdo solido:solvente, 3- pH do meio, 4- Inibidor de protease e 5- Concentragfio de sais nos

liquidos extratores.

Efeitos

Parametros

@ Agua BNaCl DI Tris-HCI O Coca

Figura 5.3. Efeitos das variaveis estudadas no Planejamento Plackett Burman para os extratos
Brutos obtidos do farelo de trigo fermentado. Parmetros: 1- Temperatura, 2- Relacio
solido:solvente, 3- pH do meio, 4- Intbidor de protease e 5- Concentracdo de sais nos liquidos

extratores
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A insignificincia da variavel presenga de inibidor de protease foi verificada também
através da fotografia dos géis de ecletroforese, Figura 5.4, onde as bandas presentes sfoc
semelhantes as dos extratos obtidos com ¢ sem a presenga de inibidor de protease, indicando

que nfo houve hidrédlise das proteinas durante o processo de extragio.

(a) (b)

Figura 5.4. Analise eletroforética das proteinas por SDS-PAGE. As faixas MM representam os
marcadores de massa molecular (fosforilase b, 94KDa; albumina bovina, 67,0KDa;
ovalvumina, 43,0KDa; anidrase carbdnica, 30KDa; inibidor de tripsina, 20,1KDa; a-lacto-
albumina, 14,4KDa). (a) As faixas T1 e T2 representam os extratos protéicos dos substratos
com ¢ sem inibidor de protease respectivamente. (b) A faixa BA representa o extrato protéico
do bagac¢o de cana-de-aclicar sem inibidor de protease.

Dos resultados obtidos pode-se concluir que para aumentar a massa de proteina total
nos extratos brutos de bagaco de cana de agtcar fermentado, este planejamento indica que se
deve diminuir a temperatura ¢ aumentar a relacfo solido:solvente ¢ o pH. Para 0s extratos
obtidos do farelo de trigo fermentado, o aumento da temperatura, pH e relag@o sélido:solvente

devem aumentar a concentragio de proteina total.
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5.2.1.2- Determinacdo dos Melhores Niveis das Varidveis Operacionais do Processo de
Extracdo

A partir das informagdes obtidas do planejamento de Plackett Burman, utilizou-se a
técnica de superficie de resposta através da realizagho de um planejamento fatorial composto
central, com o objetivo de determinar os niveis das varidveis operacionais que resultem
maiores valores de massa de proteina total no processo de extragio. Neste tipo de
planejamento o nimero de niveis aumenta de 3 para 5, em relagfo ao planejamento de Plackett
Burman, possibilitando assim verificar efeitos de segunda ordem na resposta, além de
aumentar a faixa de estudo das varidveis e permitir verificar efeitos de interagGes entre os
fatores.

A Tabela 5.12 apresenta de forma comparativa as respostas em termos de massa de
proteina total, obtidas através do planejamento fatorial completo para os vérios conjuntos de
condigdes operacionais para 0s extratos brutos obtidos do bagago de cana de agiicar ¢ farelo de

trigo fermentados.
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Tabela 5.12. Matriz com as respostas do planejamento completo.

Niveis dos fatores

Massa de Proteina Total (mg)

Fnsaios Temperatura Solido:solvente pH  Farelo de trigo Baga?&ig na de
1 1 1 -1 20,74 7,69
2 i1 1 -1 19,35 6,62
3 1 “1 -1 23,00 7,56
4 1 +1 -1 23,23 2,63
5 1 1 +1 25,06 8,35
6 1 1 +1 24,47 9,57
7 -1 +1 +1 32,16 7,76
8 +1 +1 +1 25,76 7,75
9 0 0 0 24,53 8,72
10 0 0 0 24,30 8,90
11 0 0 0 24,02 747
12 -1,68 0 0 24,30 7.7
13 +1,68 0 0 22,87 10.67
14 0 - 1.68 0 20,09 7,77
15 0 +1,68 0 24,52 8,22
16 0 0 - 1,68 20,97 7.91
17 0 0 +1,68 29,03 10,25

As Tabelas 5.13 e 5.14 apresentam o0s valores dos efeitos estimados para a resposta

massa de proteina (mg), juntamente com os pardmetros estatisticos erro padrio e distribui¢io

normal padrio #(2). Os nimeros em vermelho sdo estatisticamente significativos a um

intervalo de confianga de 95%.
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Tabela 5.13. Efeitos estimados para a resposta massa de protefna total no extrato bruto obtido
do farelo de trigo fermentado utilizando 4gua como liquido extrator. (L) coeficiente linear e
(Q) coeficiente quadratico.

Efeito Erro padrio $(2) D
Meédia 24,24535 (,14849% 163 2658 0,000038
T L -1,54706 0,139354 -11,0857 0,002039
emperatura
de contato Q -0,21229 0,153744 -1,3808 0,3013%0
x L 3,21922 (,139554 23,6679 (3,001874
Relacgio
solidosolvente  Q -1,12021 0153744 -7,2862 0,018320
L 508128 0,139554 36,4108 £,000753
pH do
meio Q {78845 0,153744 5,1284 0,035983
Temp. x sol:sln -1,04855 0,1822586 -5,75532 0,02850%
Temp. x pH -1,45925 0182256 -8,0066 0015243
Sol:sln x pH 0,56215 0,182256 3,0844 0,090994
R=09660

Erro puro = 0,0664342

Tabela 5.14. Efeitos estimados para a resposta massa de proteina total no extrato bruto obtido
do bagacgo de cana de agticar fermentado utilizando dgua como liquido extrator. (L) coeficiente
linear e (Q) coeficiente quadréfico.

Efeito ¥rro padrio t(2) p
Média 8,41121 0,449561 18,70985 0,002844
Temperatura L 1,03745 0,422482 2,45561 0,133435
de contato Q 0,29736 0,465439 0,63888 0,588307
Relagio L 0,18097 0,422482 0,42835 0,710119
solidosolvente o -0,56255 0,465439 -1,20864 0,350307
L 0,86114 0,422482 2,03829 0,178391
pHdomeio 0,20701 0.465439 0,44476 0,699993
Temp. x sol:lig 0,47800 0,551756 0,86633 0477635
Temp. x pH 0,05320 0,551756 0,09642 0,931979
Sol:liq x pH -1,32350 0,551756 -2,39871 0,138570

R=0,7978

Erro puro = (,6088687
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Para se obter um modelo estatistico que descréva o comportamento do sistema sobre
diversas condigdes, € necessario realizar a analise de varidncia do processo cujos resultados

sdo apresentados nas Tabelas 5.15 ¢ 5.16.

Tabela 5.15. Analise de varidncia das respostas massa de proteina total para os extratos brutos
obtidos do farelo de trigo fermentado usando dgua como liquido extrator.

SQ GL MQ Fcale.  F (0.95-4,-12)
Regresséo 145 3987 4 36,3496 38.80 3,26
Residuos 11,2411 12 0,936
Falta ajuste 11,1106 10
Erro puro 0,1305 2
Total 156,6398 16
R*=0,9282 F calc./F tab. = 11,9

O modelo estatistico que representa a relago entre as varidveis massa de proteina total
(P), temperatura (T), relagdo solido:solvente (R) e pH, obtido para o extrato bruto de farelo de

trigo fermentado, usando dgua como liquido extrator, ¢ apresentado na Equagéo 5.1.

P=2424-0,77(T)+ 1,6L.(R) - 0,56.(R)* + 2,54.(pH ) + 0,39.(pH)* - 0,52.(T*R) -

0,73.(T*pH)
(5.1)

A analise da varidncia para a massa de proteina total dos extratos brutos obtidos do

bagaco de cana de agticar usando dgua como liquido extrator € apresentada na Tabela 5.16.
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Tabela 5.16. Andlise de varilncia das respostas massa de proteina total para os extratos brutos
obtidos do bagago de cana de aglcar fermentado usando agua como liquido extrator.

SQ GL MQ F cale. F (0.95,-5,-9)
Regressido 12,06 4 3,015 5,25 3,26
Residuos 6,886355 12 0,574
Falta ajuste 5,66881 10
Erro puro 1,21774 2
Total 18,94614 16
R =0,7978 F calc./F tab. = 1,61

O modelo estatistico que representa a relagfo entre as variaveis massa de proteina total
(P), temperatura (T), relagfo solido:solvente (R) e pH, obtido para o extrato bruto do bagago
de cana de agucar fermentado, usando agua como liquido extrator, € apresentado na Equacéo
5.2.

P=841+0,52(T)+0,15.(TP + 0,09.(R) - 0,28.(R)? + 0,43 (pH) + 0,10.(pH)? + 0,24 (T*R) +
0,03.(T*pH) - 0,66.(R*pH)
(5.2)

Um modelo estatistico para ser valido deve possuir uma correlagio elevada e uma
relagfio entre o F calculado e F tabelado superior a 4 vezes. Na Tabela 5.14 pode-se verificar
que estas condi¢des foram satisfeitas ao nivel de 95% de confianga, sendo que a relagéo de F
calculado e F tabelado foi de 11,90, levando em consideragdo apenas os efeitos que foram
significativos, ¢ o coeficiente de determinacdo 0,92824 validando assim os pardmetros de
estudo. Obteve-se entio o modelo quadratico que representa o comportamento da massa de
proteina total dentro de uma determinada faixa de temperatura, pH do meio e relagio
solido:solvente. J4 na Tabela 5.15 pode-se visualizar que estas condigdes ndo foram
alcancadas, pois a relacdo do F tabelado com o F calculado foi de 1,61, mesmo nestas
condicfes, obteve-se 0 modelo quadratico, pois mesmo a relagdo sendo menor o F calculado

foi superior ao calculado, validando assim os parimetros neste tipo de processo de
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fermentacdo em estado sélido, pois este processo ¢ complexo devido a alguns fatores como a
heterogeneidade do meio ¢ dificuldade no controle de algumas varidveis.

As Figuras 5.5 ¢ 5.6 apresentam as superficies de respostas obtidas neste estudo. Na
Figura 5.5, (a) e (b) observa-se que diminuindo a temperatura e aumentando o pH do meio a
massa de proteina total extraida aumenta, ja em (c¢) e (d) observa-se que ssopH é alto e a
relacio solido:solvente diminui a massa de proteina extraida ¢ elevada, (e) e (f) indicam que
uma maior massa de proteina total € obtida quando se diminui a relacio sélido:solvente (1:15
a 1:18) e se aumenta o pH (9).

Na Figura 5.6. (a) e (b), pode se observar que para o substrato bagaco de cana de
acgUcar a massa de proteina total extraida aumenta diminuindo a relagfio sélido:solvente ¢
aumentando a temperatura, enquanto que em (c) e {d) observa-se que se a temperatura ¢ o pH
forem aumentados ocorre um pequeno aumento na massa de proteina total extraida, enquanto
que em (e) e (f) a relagéo entre as varidveis pH e razio solido:solvente ndo indica uma unica

regifo onde a massa de proteina total € maior.
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Figura 5.5: Superficies de respostas para a massa de proteina total do trigo em funciio da (a,b)

temperatura ¢ relagio solido:solvente (c,d) temperatura € pH (e.f) relagfio sélido:solvente ¢
pH.
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Figura 5.6: Superficies de respostas para a massa de proteina total do bagaco de cana de

agticar em funcfo da (a,b) temperatura ¢ relaglo solido:solvente (c,d) temperatura e pH (e.f)
relacdo solido:solvente e pH.
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Analisando-se esses resultados e considerando a natureza dos soluto (proteina), no
processo de extragdo, tem-se que para o farelo de trigo o directonamento estatistico indicado
para o nivel da varidvel pH que conduz as maiores massas de proteina no extrato envolve pH’s
maiores que 9,0. Apesar das maiores produtividades em biomassa no processo de FES serem
obtidas a pH's proximos & 9,0 (Hasan, 2000), considera-se que maiores niveis dessa varidvel
representa condigdes muito drasticas para que as proteinas livres se mantenham estaveis nas
solugdes dos extratos. Por outro lado, relagdes solido:solvente menores que 1:18, representam
extratos muito difuidos, o que economicamente seria indesejavel.

No caso do bagago de cana, as maiores massas foram obtidas nos extremos da faixa de
pH estudada, quando se variou a raziio soélido:solvente, e 4as maiores temperaturas.
Considerando-se que maiores temperaturas podem comprometer as proteinas, e os extremos da
razdio solido: solvente representam ou solugdes muito diluidas ou com pouco liquido o contato
do liquido torna-se limitado, nessas condi¢des as limitagdes fisicas do sistema ndo justificam a
continwidade dos experimentos para a otimizac#o dos niveis das varidveis operacionais. Porém
a proposi¢iio de um modelo estatistico que relacione as varidveis operacionais com a massa de
proteinas no extrato, representativo das melhores condigdes operacionais das varidveis dentro
das limita¢des do sistema fisico em questio, sera util para aplicagdes do processo.

Tendo em vista que a produtividade da FES expressas em mg de proteina total por
grama de sélido fermentado seco usando o farelo de trigo como substrato é bem maior que a
do bagaco de cana, ¢ que os extratos obtidos do farelo de trigo nas vdarias condigdes
operacionais contém maiores quantidades de proteinas, as etapas seguintes do trabalho foram

feitas somente com o farelo de trigo.

54



Resultados e Discusséo

5.3- EXTRACAO CONTINUA EM LEITO FIXO

5.3.1. Tempo de Residéncia e Dispersdo Axial

Para a caracterizagdo do leito de substratos através do tempo de residéncia e dispersio
axial do solvente, os experimentos foram conduzidos conforme descrito no item 4,7.1, usando
a proteina padrdo BSA. A Tabela 5.17 mostra os resultados de concentragio de BSA com o

tempo.

Tabela 5.17. Resuitados da concentragdo de proteina (BSA) para o calculo do tempo de
retencio € a dispersio axial do solvente na coluna.

Te(’;p“ C“?£§§£§é° dt cxrdt c*dt crtPdt
20 0,104 10 2,08 x 10° 1,04 4,16 x 10°
30 0,128 10 3,85 x 10 1,28 1,15 x 10°
40 0,302 10 1,21 x 10° 3,02 4,84 x 10°
50 0,409 10 2,05 x 10° 4,09 1,02 x 10°
60 0,453 10 2,72 x 107 5,53 1,63 x 10°
70 0,411 10 2,88 x 10° 4,11 2,01 x 10*
80 0,334 10 2,67x 10° 3,34 2,14 x 10*
90 0,263 10 2,37x10° 2,63 2,13 x 10*
100 0,227 10 2,27 x 10° 227 2,27 x 10
110 0,191 10 2,10 x 10° 1,91 2,31 x 10*
120 0,156 10 1,88 x 10° 1,56 2,25 x 10*
130 0,138 10 1,79 x 10 1,38 2,33 x 10°
140 0,118 10 1,65 x 10 1,18 2,31 x10°
150 0,117 10 1,75 x 10° 1,17 2,62 x 10*
160 0,114 10 1,83 x 10° 1,14 2,93 x 10*

T=15x10° T=178x10° £=347x10' £=266x10"

35



Resuliados e Discusséio

Como o Momento 1 € igual ao tempo de retengdo temos que:

> e(tydt
f = tr = =8 01x10'

i c(t)dr

=l

Portanto, o tempo de retengdo calculado de 80 s € o tempo necessario para que o
solvente passe através da coluna de extragio.
Para o cdlculo do coeficiente de dispersfo axial em leito fixo, considerou-se os
seguintes dados para o sistema:
Area da coluna — 19,63 cm®
Vazo de solvente - 2 cm®/s
Velocidade do solvente — 0,101 cm/s

Altura do leito na coluna— 13 cm

Com esses dados, a varidncia, que € a razdo do momento 2 pelo quadrado do momento
1, foi calculada pelas Equagdes 6 e 7, considerando que ndo ha adsorgo da proteina no solido.
Obteve-se o valor 1,2, que foi usado para o célculo do coeficiente de dispersdo axial do

sistema, Dy :

D = i’i’éli =7.878x107

ax

A ordem de grandeza, 10”°, do valor obtido para a dispersio axial na coluna de leito
fixo ¢ maior do que encontrados na literatura, da ordem de 107 caracteristicos de leitos
empacotados usados convencionalmente em processos como os de cromatografia. Tendo em
vista a complexidade do sistema e a heterogeneidade das particulas provenientes do farelo de
trigo fermentado que nio favorecem o empacotamento uniforme do leito, o coeficiente de

disperséo obtido pode ser considerado representativo da dispersdo do selvente (dgua) no leito

56



Resultados e Discussdo

fixo de substrato, porém indicativo da presenca de caminhos preferenciais decorrentes do
crescimento ndo uniforme da biomassa no leito.
A Figura 5.7 apresenta o grafico da concentragiio de proteinas com o tempo, no qual a

largura do pico representa a influénceia da dispersdo axial da dgua no leito.

o o R o
S W E-S (& ]
Il SR I3 i
*
*®
L g
L 2

Concentraghbo de BSA (mg/mL)
o
*
L

10 40 70 100 130 160
Tempo (seg.)

Figura 5.7. Representagfio grafica da concentragio de BSA na saida da coluna versos o tempo
em segundos.

5.3.2. Coeficiente Global de Transferéncia de Massa Soélido-Liquido

Para a determinagdo do coeficiente global de transferéncia de massa solido-liquido, os
experimentos ¢ a analise dos resultados foram feitos conforme descrito no item 4.7.2.

A Tabela 5.18 apresenta os resultados das analises da concentragéio de proteina total,
C,, nas amostras coletadas na base da coluna no decorrer do tempo. O valor de Cag, 2 maxima
concentragdo obtida no extrato, foi calculado como a concentragio cumulativa (C,*), ousejaa

soma das concentracdes em todas as amostras coletadas.
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Tabela 5.18: Concentracio de proteina total (CA e CA*) na solugdo extraida com agua do

farelo de trigo fermentado

X — Tempo (min)

Ca (KgmoV/m®) Ca* (Kgmol/m®) Y —In (Ca*- Cs/ Ca¥)

1,5

-4

11,5
21,5
31,5

41,5

1,1653 1,1653 0,8526
0,5289 1,6942 1,7963
0,1856 1,8798 2,595
0,0759 1,9557 3,2898
0,0041 1,9598 3,345

A Figura 5.8, apresenta o gréafico obtido partir desses dados experimentais, tendo como

coordenadas os tempos no qual foram recolhidas as amostras e a variavel Y = In (Cp* - Co/

Ca*). Pode-se observar o bom ajuste linear obtido com os dados experimentais, com

coeficiente de correlacio 0,9371. Do coeficiente angular da reta, Kpa/l-e , o valor de K;a

determinado para o sistema considerando a porosidade do leito 0,4 ¢

In {CAs-CAICAS)

Kia =0,03888

35 *
3 4
25 4
2 4
1,5 -
y = 0,0648x + 0,9829
e R2 = 0,9371
25 1
0- : : ;
0 10 20 30 40 50
Tempo {min}

Figura 5.8. Ajuste linear dos pontos, para obtengdo da equagio da reta ¢ seu coeficiente

angular Kpa/l-€.
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Com o valor de K a/l-g = 0,0648 experimental, calcula-se a concentracio tedrica de
proteina na solugdo ponto a ponto, os resultados estfio apresentados na Tabela 5.19 e Figura
5.9.

Tabela 5.19: Concentragdo teodrica de proteina no solvente

Tempeo (min) Ca teérico (Kgmol/m®)
1,5 0,1881
11,5 1,0672
215 1,5270
315 1,7675
41,5 1,8933

Na Figura 5.9, € apresentada a curva representativa dos valores das concentragdes
calculadas pela EquagBo 3.4, usando o K;a determinado pelo modelo, ¢ os dados
experimentais obtidos. Pode-se observar que para tempos menores, no inicio do processo, 0s
valores experimentais se distanciam dos estimados pelo modelo de difusdo usado. Observa-se
também que os valores experimentais s3o bem maiores que os calculados. Porém, para tempos
maiores, observa-se uma tendéncia de ajuste do modélo aos dados experimentais. Isso deve-se
provavelmente a remogdo da biomassa situada nos intersticios do solido, na regifio mais
distante da superficie da particula, durante a etapa de homogeneizagdo que precede a
alimentagio dos sdlidos na coluna. Devido a natureza do micélio, a camada formada nessa
regido ¢ espessa porém pouco densa, o que a torna fragil e de facil remocgfo. Nessas condigdes,
o material solido que constitui o leito contém além da biomassa associada ao substrato,
também a biomassa livre, a qual € faciimente lavada e solubilizada na solugfo extratora nos
tempos iniciais do processo de percolagio. Para tempos maiores, a biomassa solubilizada no
extrato corresponde aquela associada a superficie do so6lido, a qual obedece ao modelo de

difusdo externa a particula,
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Figura 5.9: Valores de C, experimental (¢ ) e Cy tedrico (a)
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6- CONCLUSOES

Através da analise dos dados experimentais obtidos neste trabalho foi possivel concluir
que:

- 0os melhores resultados de produtividade foram obtidos para o farelo de trigo 23,59
mg de proteina/mgs, seguido do bagago de cana de agicar 8,33 mg de proteina/mgs, para
qualquer condigdo de concentragio inicial de indculo (Co) ¢ pH inicial do meio.

- os melhores resultados de massa de proteina total tanto para o bagago de cana de
aglicar como para o farelo de trigo foram alcangados utilizando-se como liquido extrator a
agua.

- com o estudo dos efeitos das variaveis no planejamento de Plackett Burman pode-se
observar que o pardmetro inibidor de protease ndo foi significativo para os dois substratos,
quando se utilizou o liquido extrator dgua. J4 os par@metros temperatura de contato, pH do
meio, relagdo solido:solvente foram significativos em todas as respostas.

- as analises de superficies de respostas permitiram verificar que, para aumentar a
massa de proteina total no extrato de farelo de trigo fermentado e bagaco de cana de aglcar
deve-se diminuir a relagdo solido:solvente e aumentar o pH.

- a regido dos valores das varidveis, que resultou em maior massa de proteina total do
farelo de trigo e bagago de cana de agicar fermentado, esta localizada entre o pH 8,35¢ 9, ¢
entre a relacdo solido:solvente de 1:15 e 1:18,

- o tempo de retengdo, ou s€ja, o tempo necessario para o solvente (agua a 30°C e pH
9,0) passar pela coluna com uma altura de leito de 13 cm a uma vazio de 2 ml/s, é 80 s.

- a dispersdo axial do solvente na coluna empacotada, com uma altura de leito de 13
cm de farelo de trigo 4 uma vazio do solvente (agua 4 30°C ¢ pH 9,0) é de 7,878 x 107

- o coeficiente de transferéncia de massa na coluna empacotada com farelo de trigo

fermentado, considerando a porosidade do leito (€) igual a 0.4 ¢ 0,03888 5.
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Sugestdes para Trabalhos Futuros

7- SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

- Caracterizagdo da alergenicidade dos extratos por “dot blotting” e “immunoblotting”
- Testar outros tipos de técnicas de lixivigdo, a fim de comparar a eficiéncia dos

Processos.
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Anexo

8- ANEXO
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Anexol. Curva padrfio do BSA, utilizada para célculos da concentragéio de proteina total pelo
Método de Bradford.
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