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RESUMO

A enzima P-galactosidase € a responsavel pela hidrélise da lactose em glicose e galactose. Na
auséncia de P-galactosidase, a lactose, agucar predominante do lerte, nfo ¢ digerida, causando
aumento na pressdo osmotica dentro do intestino delgado e conseqientes sintomas de dor abdominal,
diarréia e flatuléncia. Este mal é conhecido como Intolerdncia a Lactose, e ocorre em

aproximadamente 2/3 da popula¢fo adulta mundial.

Estudos anteriores mostraram a capacidade do fungo Scopulariopsis sp de produzir B-
galactosidase em Fermentagdo em Substrato Solido (FSS). A FSS apresenta como vantagens em
relacdo a Fermentacfio em Substrato Liquido (FSL) a possibilidade do uso de substratos insoluveis
como residuos agroindustriais, condicdes de assepsia mais amenas, baixos consumo de 4gua e
energia, menor produgdio de efluentes e volume e custo de equipamentos menores. Como
desvantagens, tém-se a dificuldade no controle de temperatura, no escalonamento para plantas

industriais ¢ o risco de contaminagio devido a baixa taxa de crescimento dos fungos.

Dentre os reatores de escala laboratonial, o sistema de colunas de Raimbault apresenta
vantagens em relagdo ao sistema estatico convencional em frascos por possibilitar a condugfio da
fermentacdo em diferentes condi¢des experimentais simultaneamente, em reatores de leito fixo

aproximadamente isotérmicos com injegdo de ar umido a vazdo controlada

A producgdio de B-galactosidase foi otimizada através da técnica de planejamento fatorial, em
relac@o aos pardmetros umidade inicial do substrato, vazio de ar e tempo de fermentagdo, os quais

apresentaram maior significancia no processo.

Os resultados obtidos mostram que, para o tempo de fermentagio de 168 horas, os niveis
6timos dos pardmetros sdo 2,98 L/h de ar e 0,531 de umidade inicial para o substrato em base seca

Nessas condi¢des, a maxima atividade enzimatica € de 4,775 UA/mL.

Nas condigdes otimizadas, a fermentago foi caracterizada através dos perfis temporais de

atividade enzimatica, concentracio de proteinas, pH, atividade de 4gua e umidade do substrato.
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ABSTRACT

The enzyme B-Galactosidase is responsible for the hydrolysis of lactose in glucose and
galactose. In the absence of B-galactosidase, the predominant sugar of milk, lactose, is not
digested, causing an increase of osmotic pressure inside the small intestine and consequent
symptoms of abdominal pain, diarrhea and flatulence. This disease is known as Lactose

Intolerance and occurs in about 2/3 of world adult population.

Previous studies had shown the capacity of the mold Scopulariopsis sp. to produce -
galactosidase in Solid Substrate Fermentation (SSF). The SSF presents as advantages related to
Submerged Fermentation (SmF) the possibility of the use of insoluble substrate such as agro-
industrial wastes, mild conditions of asepsis, low electric power consumption, waste water
generation, equipment volume and cost. As disadvantages it shows a difficulty to control
temperature, the scaling-up for industrial plants and the risk of contamination due to the low

growth rate of the molds.

Amongst the reactors for laboratorial scale, Raimbault columns reactor setup presents
advantages related to conventional static fermentation in flasks since it makes possible the
conduction of the process in different experimental conditions, in approximately isothermal

fixed-bed reactors with a controlled intake of humid air.

The production of B-galactosidase was optimized using the technique of factonal planning
in relation to the parameters initial moisture of the substrate, air flow and fermentation time,

which had presented greater significance in the process.

The results obtained show that, for a 168 hours-fermentation time, the optimum levels of
the parameters are 2.98 L/h of air and 0,531 of initial moisture for the substrate in dry base. In

these conditions, the maximum enzyme activity is 4.775 UA/mL.

At the optimized conditions, fermentation was characterized through time profiles of

enzyme activity, protein concentration, pH, water activity and moisture of the substrate.



INTRODUCAG i

CAPITULO 1

INTRODUCAQO

A enzima B-galactosidase encontra aplicacdes na area alimenticia, tanto na produgiio de
derivados de leite, caso do leite condensado, de alimentos dietéticos para pessoas que apresentam
intolerdncia a lactose, quanto no tratamento de residuos da indistria, como o soro de leite, 2 na
drea farmacéutica, na forma de edpsulas, pastithas ou péd solivel, também com a finalidade de
aliviar os efeitos da intolerdncia a lactose e facilitar a digestdo de alimentos derivados de leite. A

Figura 1 mostra alguns exemplos de produtos farmac@uticos que contém [-galactosidase.

Figura | - Exemplos de produtos farmacéuticos que contém [-galactosidase

A produgdo de B-Galactosidase tem sido estudada em Fermentagdo em Substrato Liquido

(FSL) com leveduras (CHAMPLUVIER et al, 1988; CHEN et al, 1992; LINAWATT et al, 1992;



INTRGDUCAO 2

ALEGRE, 1988, GOMEZ et al, 1983}, fungos (CASTILLO et al, 1984 e bactérias (FLORES,
1995). Os estudos da produgio da B-Galactosidase através de Fermentagdo em Substrato Solido
(FSS) sdo mais escassos, e foram feitos com fungos cultivados em frascos (PASTORE, 1982

PARK et al, 1979),
A FSS apresenta varias vantagens em relagfo 2 FSL. As suas desvantagens estdo associadas
principalmente & dificuldade na homogeneizacio do sistema e na transferéncia de calor. Nos

quadros 1 e 2 sdo apresentadas as principais vantagens e desvantagens da FSS em relagdo a FSL.

Quadro 1 — Vantagens da FSS em relac8o a FSL (RAIMBAULT, 1997}

FATOR FSL FSS
Substratos Substratos Solivels (aglcares) | Substratos Insoliiveis Poliméricos
(amido, celulose, pectinas, ...}
CondicSes de assepsia Esterilizacfo por calor ¢ controle | Tratamento por vapor e condigdes
de assepsia ndo estéreis
Agua Grandes volumes de agua Consume de dgua limitado, baixa
consumidos ¢ de producdo de atividade de agua (avw) ¢ anséncia
cfluentes de efluenies
Agragio LimitacBo pela sclubilidade do Aegracfo facilitada e grande
oxigénio e altas quantidades de ar | superficie de transferéncia de
requeridas nassa
{ontaminacio Risce de contaminagio por Risco de contaminacio devido 4
bactérias baixa taxa de crescimento
fitngica. Por outro lado, dificulta
contaminacio bacteriana devido 3
Baixa aw
Energia Alto consumo de energia Baixo consumo de energia
Velume ¢ custo do equipamento Urandes volumes ¢ alto custo Pequenos volumes ¢ baixo custo
tecnolagico dos equipamentos

Quadro 2 — Desvantagens da FSS em relagfio a FSL (RAIMBAULT, 1997).

FATOR FSL FSS
Aquecimento metabolico Facil controle de Baixa capacidade de
temperatura transferéncia de calor
Agitacio roduz boa Condigdes estaticas sfo
homogeneizagio preferidas
Escalonamento Equipamentos industriais | Mecessidade de engenharia
disponiveis e projeto de novos
equipamentos
Inoculag@o e processo Inoculagfio facil e processo | Inoculagdo por esporos e
continuo processo em batelada
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Um dos problemas da FSS € a baixa capacidade de transferéncia de calor do substrato
solido, o que causa dificuldades na dissipagio do calor gerado pelo metabolismo do
microrganismo € a conseqliente ocorréncia de gradientes de temperatura no interior de reatores

estaticos

Em escala laboratorial, esse problema ¢ minimizado com o uso do sistema de colunas de
Raimbault, onde existe a inje¢do de ar umido ao letto fixo, promovendo a evaporacio da agua
presente no substrato e a conseqiente perda de energia térmica pelo mesmo. Qutro meio de
controle de temperatura neste sistema constitui-se no banho térmico no qual as colunas se
encontram mergulhadas. Outra vantagem da aeracio forgada € a constante administracio de

oxigénio ao meio, evitando-se assim a limitag@o do crescimento microbiano por este fator.

Comparado ao sistema convencional de FSS em frascos, o sistema de colunas de Raimbault
apresenta ainda a vantagem de possibilitar a condugio da fermentagio em diversas condigbes

experimentais simultaneamente, em reatores de leito fixo aproximadamente isotérmicos

Neste trabalho foi estudada a FSS para a produgdo de B-galactosidase em colunas de
Raimbault. A relevancia desta pesquisa estd ndo s6 no estudo da produgio de uma enzima de
expressivo valor na indéstria alimenticia e farmacéutica, mas sobretudo na contribuiciio para a
sua producio atraves da FSS, cujos estudos de processo ainda sdo escassos.
1.1. Objetivo

O objetivo deste trabalho foi o estudo da produgdo de B-galactosidase por FSS abordando
os aspectos de otimizagdo de varidvels importantes do processo € caracterizagdo cinética da
fermentagao nas condigdes otimizadas.

O estudo foi feito nas seguintes etapas:

- montagem e calibragdo do sistema de colunas de Raimbault;
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- planejamento fatorial dos experimentos;
- identificagfio dos pardmetros importantes do processo;
- otimizag#o dos pardmetros através da metodologia de superficies de resposta, e

- caracterizacgio cinética da fermentacio.
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CAPITULO 2

REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Importincia da B-Galactosidase

A [B-galactosidase (EC.3.2.1.23) ¢ uma enzima produzida naturalmente pelas células
presentes no intestino delgado do homem. Tem como fungio a hidrolise da lactose, o acuicar
predominante do leite, em glicose e galactose. Quando ndo hidrolisada, a lactose no ¢ absorvida
no trato intestinal, causando um aumento no gradiente osmotico no interior do intestino delgado e
conseqiiente perda de liquidos por parte do organismo, o que causa diarréia. Esta lactose também
¢ fermentada por bactérias presentes no célon, produzindo gases como hidrogénio, dioxido de
carbono e metano, 0 que causa flatuléncia. Estes sintomas si0 acompanhados também por dores
abdominais. Pessoas que apresentam esses sintomas quando da ingestdo de produtos que contém

lactose sdo conhecidos como intolerantes a lactose (TOTH, 1999).

A intolerdncia a lactose acomete perto de 2/3 da populagdo mundial. Nos Estados Unidos,
onde pesquisas a esse respeito foram mais aprofundadas, tém-se os seguintes dados: entre 30 e 50
milhdes de americanos apresentam intolerdncia a lactose, sendo que algumas fatias étnicas da

populacdo sdo mais afetadas do que outras; 75% dos descendentes de africanos e indios, e 90%
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dos descendentes de asiaticos sdo intolerantes a lactose. Este mal atinge com menor freqiiéncia os

descendentes de europeus (LVHHN, 1999).
A intolerancia & lactose assume trés tipos:

a) Primaria — Deficiéncia de B-galactosidase na pessoa adulta. A produgiio da enzima
diminui com a idade, como um efeito recessivo autossomatico. E mais comum na adolescéncia e
no inicio da idade adulta. A severidade dos sintomas dependem da atividade da B-galactosidase

intestinal e da quantidade de lactose ingerida.

b) Secundaria — Deficiéncia temporaria de [-galactosidase causada por infecgdo

gastrointestinal ou por desordens intestinais causadas por ingestao de medicamentos.

c) Congénita ~ Condi¢io extremamente rara que resulta na completa auséncia de B-

galactosidase devido a defeito genético (TOTH, 1999).

Nao sendo conhecida uma cura para o mal da intolerdncia a lactose, faz-se necessario o uso
de produtos derivados de leite que tenham sua quantidade de lactose reduzida, ou a ingestdo de

suplementos de J~galactosidase disponiveis no mercado.

A B-galactosidase também é de especial importdncia na industria de laticinios, onde
apresenta aplicagdo tanto na fase de produciio, para queijos, iogurtes, sorvetes e leite condensado,
como para a fase de tratamento dos efluentes, em especial do soro de leite, de alto valor de carga
orgénica. A lactose € o maior subproduto da produgio de queijo, constituindo aproximadamente
70% dos solidos do soro. O produto hidrolisado deste soro pode ser utilizado na propria industria
tanto como edulcorante quanto como substituinte para solidos de xarope de mitho (ZVI et al,

1977).
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2.2. Producio da B-galactosidase

B-Galactosidase ¢ produzida através de vérios tipos de processos fermentativos e varios

agentes de fermentagiio, como mostra 0 quadro 3:

Quadro 3 — Microrganismos produtores de f3-galactosidase e os meios de produgdo.

Agentes da fermentacio Tipo de fermentacao fonte
Leveduras
Candida psendotropicales FSL GOMEZ et al, 1983
Kluyveromyces sp. FSL CHAMPLUVIER et al, 1988
Saccharomyces fragilis FSL ALEGRE, 1988
Saccharomyvces cerevisige FSL LINAWATI et al, 1992
Khyveromyces sp. FSL CHEN et al, 1992
Fungos
Aspergilius orvzae FSS PARK et al, 1979
Scopulariopsis sp. FSS PASTORE, 1982
Trichoderma reesei FSL CASTH.LO et al, 1984
Bactéria
Erwinia aroideas FEI1. FLORES, 1995

Utilizando-se de soro de queijo como meio liquido para fermentagdo continua, através da
levedura Candida pseudotropicales, GOMEZ et al (1983) estudaram a otimizacdo de pardmetros
relativos ao crescimento celular € & composi¢io do meio de cultura para a produgio de B-

galactosidase.

CHAMPLUVIER et al (1988) utilizaram varias linhagens da levedura Kliyveromyces para
a produgio de [-galactosidase intracelular em FSL e estudaram varios métodos de

permeabilizagio da membrana celular para a utilizagdo da enzima confinada.

ALEGRE (1988) estudou a produgdo de f-galactosidase em varias linhagens das leveduras

Saccharomyces fragilis € Candida pseudotropicales. Uma das linhagens de Saccharomyces
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fragilis obteve o melhor resultado para o consumo de lactose em soro de queijo concentrado, que

era o objetivo do trabalho.

LINAWATI et al (1992) produziram B-galactosidase através de FSL utilizando a levedura
Saccharomyces cerevisiae em um sistema de reagdo do tipo batelada alimentada com a finalidade
de desenvolver um modelo ndo-estruturado que descrevesse o crescimento da levedura e o

comportamento da produgdo da enzima.

Também a levedura Kluyveromyces fragilis foi utilizada por CHEN et al (1992) para
produzir B-galactosidase em meio liquido, e 0 estudo baseou-se em um planejamento fatorial para
a determinacio do meio de cultura &timo para uma melhor produtividade, utilizando-se também

da metodologia de superficies de resposta.

CASTILLO et al (1984) estudaram a producio de [-galactosidase em fermentacio
submersa continua atraves do fungo Trichoderma reesei, avaliando diversas fontes de carbono

para a constituigdo de um meio de fermentagdo otimo.

Soro de queijo foi utilizado para a produgio de B-galactosidase pela bactéria Erwinia
aroideae por FLORES (1995). Neste trabalho, estudou-se a suplementagio do meio de cultura, a

variagdo da temperatura de fermentagio € a caracterizagio cinética da enzima obtida.

Ja utilizando-se de sistema de FSS, PARK et al (1979) fizeram um estudo para a selecio de
fungos que produzissem f3-galactosidase extracelular utilizando farelo de trigo como substrato.
Dentre os fungos Scopulariopsis sp., Spicaria sp. e Aspergillus niger, o primeiro mostrou maior
produtividade, atingindo o valor de 1,40 pmolone/min/mL. Este trabalho mostra, também, que a
B-galactosidase de Scopulariopsis sp, produzida em FSS, € altamente termoestavel e bastante

ativa em pH acido comparada a B-galactosidase produzida através de leveduras.

PASTORE (1982) também produziu 3-galactosidase de Scopulariopsis sp. em meio solido,
com farelo de trigo como substrato. Neste trabalho, estudou-se, além da producdo, a purificagio

da enzima e determinou-se as caracteristicas da enzima purificada. Dentre as varias linhagens
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estudadas, a de melhor resultado apresentou a atividade enzimatica de 1,26 yumolony/min/mL €
4,21 unidades de atividade por mg de proteina para o preparado bruto. O procedimento para a
obtengdo deste preparado era através da adi¢io de 200 mL de dgua deionizada a 20 g de substrato
fermentado, trituracio através de bastfio de vidro, filtragdo em papel Whatman n° 1, precipitagdo
com alcool etilico 70% (v/v), centrifugacio e secagem a frio. A fermentacgdo foi feita em frascos
erlenmeyer de 500 mL, incubados a 30 °C, contendo 20 g de meio de cultura constituido de partes

iguais de farelo de trigo e de agua deionizada, e inoculados com 1 mL de suspensio de esporos.

2.3. Fermentacio em Substrate Sélido (FSS)

A FSS é um processo microbiano que ocorre principalmente na superficie de mateniais
solidos que tém como propriedade a capacidade de absorver ou conter agua, com ou sem
nutrientes soliveis. Os materiais solidos podem ser biodegradaveis, como amido e celulose, ou

ndo, como amberlite e poliuretano (VINIEGRA-GONZALEZ, 1997).
Os seguintes processos sdo exemplos tipicos de FSS:

- “Koji” japonés, produzido através de arroz, como substrato solido, e o fungo Aspergillus

oryzae.

- “Tempeh” da Indonésia ou “Ragi” da India, que usam sementes de leguminosas quebradas

como substrato ¢ uma variedade de fungos nfo-toxicos como indculo microbiano.

- Queijo azul francés, gue usa queijo fresco como substrato e fungos como Penicillium

roguefortii como moéculo.

- Compostagem de fibras lignoceluldsicas, naturalmente contaminadas por uma grande
variedade de microrganismos como bactérias celuloliticas, fungos e Streptomyces sp.

(RAIMBAULT, 1997).
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Atualmente, na indastria de fermentag@io, a FSS € aplicada para a obtengiio de varios

produtos. No quadro 4 sdo apresentadas algumas dessas aplicacSes.

Quadro 4 — Aplicacdes da FSS na indastria (RAIMBAULT, 1997).

Aplicacio

Exemplos

Alimentos fermentados

Koii, Tempeh, Ragi, Atticke, Queijos

Bioconversio de residuos

bagaco de cana, poipa de café

Aditivos de alimentos

flavorizantes, corantes, Oleos essenciais

Bioinseticidas

Beauveria, Metarhizium, Trichoderma

Crescimento de plantas, hormdnios

Rhizobium, Trichoderma, Giberelina

Producio de envimas

amilases, celulases, proteases, pectinases, xilanases

Farmacos

penicilina e probidticos

Produgio de acidos organicos

acidos citrico, fumarico, galico, lactico

Fermentagdo alcodlica Schwanniomyces sp., malteacio

Hormbdnios ¢ alcaldides

Metabolitos fliingicos

2.4, Reatores para FSS

Ha trés tipos basicos de reatores para FSS: os de bandeja, os agitados e os de leito

empacotado.

Os reatores de bandeja sdo caracterizados por sua simplicidade. O substrato é disposto
sobre bandejas de madeira ou ago-inox, normalmente perfuradas, a fim de se facilitar a
convecgdo de ar. Além das bandejas, sdo utilizadas bolsas pléasticas microporosas para o
acondicionamento do substrato a fermentar. Neste tipo de reator, ndo hd aeragio forcada nem
agitagdo mecénica. Por esse motivo, para evitar 0 aquecimento metabélico do meio e para manter

condi¢Oes aerobias, apenas camadas finas de sélidos podem ser usadas.

Entre os reatores agitados incluem-se os rotativos, tradicionalmente em forma de tambor

podendo ou ndo conter chicanas em seu interior. Existem também os reatores estaticos, em g

outros sistemas de agitagdo asseguram a mistura do meio solido, como, por exemplo, um tach

bater massa de panificacdo adaptado e um vaso cilindrico horizontal com uma rosca sem
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interna. A agitagdo pode ser continua ou esporadica, o controle de temperatura € dificil, e a
mistura do meio € associada com problemas de cisalhamento e danificagdo da estrutura de alguns

microrganismos ou do proprio meio.

Os reatores do ultimo tipo incluem os de leito empacotado e aeragdo forgada atraves da
camada de substrato. Muitas variagOes de projeto sdo possiveis. Para uso em laboratdrio, esses
reatores sao tipicamente colunas cilindricas feitas de vidro ou plastico. O controle da temperatura
¢ feito através da colocagdo da coluna em um banho térmico ou utilizando-se colunas
encamisadas com circulagdo de liquido refrigerante. A propria aeragio forgada permite o controle

da temperatura ao forgar a evapora¢ao da agua constituinte do substrato (DURAND, 1997).

2.5. Microrganismos usados em FSS

Bactérias, leveduras e fungos podem crescer sob condigdes de fermentagdo solida. As
bactérias sdo principalmente utilizadas em compostagem, silagem e processos alimenticios.
Leveduras sao usadas para a producgdo alcoolica, de alimentos ou de ragdo. Os fungos
filamentosos, porém, constituem o grupo de microrganismos mais importante usado em processos

de FSS devido a suas caracteristicas fisiologicas e bioquimicas.

O quadro 5 apresenta alguns exemplos de processos de FSS para cada categoria de

microrganismo envolvida.

2.6. Substratos para FSS

Geralmente, os substratos para FSS s3o compostos ou produtos heterogéneos da agricultura
ou subprodutos da agroindustria. Suas estruturas macromoleculares basicas (celulose, amido,
pectina, lignocelulose, fibras) conferem as propriedades de solido aos substratos. A
macromolécula estrutural pode simplesmente fornecer uma matriz inerte onde o carbono e as

fontes de energia (agucares, lipideos, acidos organicos) sdo absorvidos (baga¢o de cana, fibras
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inertes, resinas). Na maioria dos casos, porém, a matriz macromolecular representa o substrato, e

fornece também o carbono ¢ a fonte de energia.

Quadro 5 — Microrganismos utilizados na FSS e suas aplicagdes (RAIMBAULT, 1997).

Microflora Processo FSS

Bactérias

Bacillus sp. Compostagem, amilase
Pseudomonas sp. Compostagemn

Serratia sp. Compostagem

Streptoccus sp. Compostagem

Lactobacillus sp. Silagem, producio de alimentos
Clostridium sp. Silagem, produgdo de alimentos
Leveduras

Endomycopsis burtonii

Mandioca, arroz

Saccharomyees cerevisiae

Etanol, produgio de alimentos

Schwanniomyces casteliii Etanol, amilase
Fungos
Alternaria sp. Compostagem

Aspergilius sp. Compostagem, produtos industriais, produgio de alimentos
Fusarium sp. Compostagem, giberelina

Monilia sp. Compostagem

AMucor sp. Compostagem, producfio de alimentos, enzimas

Rhizopus sp. Compostagem, producio de alimentos, enzimas. icidos orginicos

Phanerochaete chrysosporium

Compostagem, degradagio de lignina

Trichoderma sp.

Compostagem, controle biolégico, biopesticida

Amyvlomyces rouxii

Mandioca, arroz

Aspergillus oryzae Koji, produgio de alimentos ¢ 4cido citrico
Rhizopus oligosporus Tempeh, soja, amilase, lipase

Aspergillus niger Ragao, proteinas, amilase, acido citrico
Pleurotus oestreatus Cogumelo

Lentinus edodes Cogumelo

Penicilium notatum, roqueforfii Penicilina, queijo
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A preparacdo e o pré-tratamento do substrato solido sfo etapas de importincia para se

transformar o substrato cru em uma forma utilizavel na FSS. Essas etapas incluem:

- diminui¢@o do tamanho da particula através de moagem, raspagem ou corte;

- hidroélise fisico-quimica ou enzimatica dos polimeros para aumentar a disponibilidade do

substrato ao microrganismo;

- suplementacdo com nutrientes {fosforo, nitrogénio, sais) e adequacio do pH e umidade;

- cozimento ou tratamento a vapor para pré-degradacio da estrutura macromolecular e

eliminac¢do da maioria dos contaminantes.

O principal problema da FSS € a alta heterogeneidade do substrato que causa uma
dificuldade em se concentrar em uma unica categoria do processo hidrolitico, levando a tentativas
superficiais de modelamento. Esta heterogeneidade € devida a estrutura ndo-uniforme do
substrato (mistura de amido, lignocelulose, pectina), variagdo entre bateladas de substratos, o que
limita a reprodutibilidade, e dificuldade da mistura da massa solida durante a fermentagdo a fim
de evitar a compactagdo do meio e a ocorréncia de gradientes de crescimento microbiano,

temperatura, pH ¢ umudade, impossibilitando a coleta de uma amostra significativa

(RAIMBAULT, 1997).

2.7. Parametros importantes em processos de FSS

Fatores ambientais como temperatura, pH, atividade de &4gua, nivel de oxigénio e

concentragdo de nutrientes e produtos afetam significativamente o crescimento microbiano e a

formacgio de produto
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2.7.1. Umidade e atividade de dgua (aw)

A FSS pode ser definida como o crescimento microbiano em particulas sélidas na auséncia
de 4gua livre. A agua presente em processos de FSS aparece complexada com a matriz solida ou
como uma fina camada tanto absorvida nas particulas ou fracamente ligada nas regides capilares

do solido (RAIMBAULT, 1997).

A ay é o pardmetro que melhor expressa a quantidade de agua presente em um sélido,

sendo definida como:

onde p é a pressdo parcial de vapor da agua no substrato e p’ é a pressdo parcial de vapor da agua
pura & mesma temperatura € pressdo. Pode também ser expressa em relagdo a Umidade Relativa

de Equilibrio ({/RE%), sendo numericamente igual a sua fragio:

; _URE%
¥ 100

Qutra maneira de se definir a ap¢ em relagfo a pressio osmaotica;

R-T

F'lna,.

asm.

onde ¥ é o volume molar parcial da dgua, R ¢ a constante dos gases ¢ 7 ¢ a temperatura absoluta
(PELIZER et al, 1998).

A redugio da aw tem grande efeito no crescimento microbiano, como mostra a Figura 2. As
bactérias sdo muito mais sensiveis a redugdo da ax do que os fungos (COONEY, 1981). Como a

FSS ¢ mais utilizada com fungos, a diminuicdo da ap € também importante tecnoiogicamente
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como um modo de se prevenir contaminaces com bactérias, que so crescem com - acima de
0.95. Os fungos, em contrapartida, sdo capazes de crescer em ambientes com atividade de agua

de até 0.7, em seu limite inferior.

16—

1.2 L
10—+ ¢

084 1%

. Srpindococcns
: L ourens , »
04 v Aspergillus

‘ e amstelodomi

Salmonetla
02 L Salmonella
newport

Taxa de crescimento radial de coldnia, um x 107°/h (curva verde)

Taxa de crescimento especifico, h” (vurvas azul e vermelho)

10 0.9 08 0.7
Atividade de agua (4,)

Figura 2 —Taxas de crescimento especifico como funcgio da atividadede agua
{COCNEY, 1981).

2.7.2. Temperatura e Transferéncia de calor

A taxa de crescimento microbiano € uma fun¢lo da temperatura. Geralmente, os
MICrOTEanismos crescem em temperaturas na faixa de 25 a 30° C. Porém existem no meio
ambiente microrganisimos capazes de crescer a temperaturas abaixo de 0° C ¢ acima de 93° C,
sendo a necessidade fundamental por agua em estado liguido. O efeito da temperatura na taxa de

crescimento pode ser visualizada na Figura 3, onde sdo mostrados trés grupos de microrganismos,
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psicréfilos, mesofilos e termofilos. Observa-se na figura que o efeito da temperatura sobre o

crescimento microbiano apresenta as seguintes caracteristicas:

- O crescimento s0 ocorre dentro de um intervalo de temperatura de 30° C para todo

microrganismo,

- A taxa de crescimento aumenta lentamente com a temperatura, até que a taxa de

crescimento maxima seja atingida,

- Acima da temperatura correspondente & maxima taxa de crescimento, esta ultima decresce

rapidamente conforme se aumenta a temperatura (COONEY, 1981).

Taxa de crescimento especifico, u/p,,,

¥
N,

10 20 30 40 50 60 70

s}

Temperatura, ° C

Figura 3 — Efeito da temperatura na taxa de crescimento especifico de psicrofilos, mesofilos e

termofilos (COONEY, 1981}

A equacdo estequiométrica global da respiragdo & altamente exotérmica e a geragdo de

calor devida aos altos niveis de atividade microbiana nos sélidos cria gradientes de temperatura
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devido as limitagGes da transferéncia de calor dos substratos solidos. A remog¢do do calor gerado
é provavelmente o fator mais problematico nos processos FSS em larga escala, e os equipamentos
para refrigeracio convectivos ou condutivos mostram-se inadequados para dissipar o calor
metabolice devido a baixa condutividade térmica da maioria dos substratos sdhidos, resultando
em um gradiente de temperatura indesejavel. Somente a refrigeracdio por aeracgdio resulta em um
melhor controle da transferéncia de calor nos sistemas de FSS. Embora a fungio primeira da
aeragdo durante cultivos aerobios em FSS seja a de fornecer oxigénio para o crescimento celular
e retirar o didxido de carbono produzido, ela também tem importante funcio na transferéncia de
calor e massa entre o substrato solido e a fase gasosa. O uso de ar umidificado, além de controlar
a temperatura do meio através da evaporagio, ainda permite repor a perda de umidade

conseqiente (RAIMBAULT, 1997)

2.7.3. Transferéncia de massa

2.7.3.1. Transferéncia de massa entre-particulas

A transferéncia de oxigénio da fra¢io intersticial do substrato sélido para ¢ microrganismo
¢ a transferéncia de massa entre-particulas. O volume ocupado pelo ar dentro do substrato da a
fracdo de vazio, que depende das caracteristicas e da umidade do substrato. A umidade do
substrato deve ser otimizada. Se € muito alta, a fracio de vazio € ocupada pela dgua, impedindo a
presenca de oxigénio € criando condi¢des anaerdbias. Por outro lado, se a umidade € muito baixa,
o crescimento microbiano € reduzido. Agitacdo e aeragfio sdo bons métodos para se aumentar a
transferéncia de oxigénio entre-particulas e retirar o dioxido de carbono produzide no processo

fermentativo.

2.7.3.2. Transferéncia de massa intra-particula

A transferéncia de massa intra-particula refere-se a transferéncia de nutrientes e enzimas no

interior da massa do substrato solido. Os principais aspectos considerados sio a difusio de
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oxigénio no substrato contendo a biomassa e a degradagio do substrato sdlido pelas enzimas

secretadas pelos microrganismos agentes da fermentagdo.

A difus@o de oxigénio ¢ limitante na taxa de crescimento especialmente dentro do substrato.
Isto ocorre porque o oxigénio precisa passar através da biomassa que esta respirando, na

superficie da particula, para s6 ento se difundir na fase aquosa no interior do substrato.

A difusdo de enzimas também ¢ importante na transferéncia de massa intra-particula
porque, na maioria dos casos, o substrato ¢ insolivel em agua, e o microrganismo precisa de
substrato soluvel para crescer. Por esta razdo, a acdo de enzimas extracelulares degradando o
substrato solido em fragmentos soliveis é muito importante. Se a resisténcia da transferéncia de

massa € grande, ela pode ser um limitante no crescimento microbiano (RAMANA MURTHY et

al, 1993).

2.8. Planejamento Fatorial

O planejamento fatonial é uma ferramenta muito util para racionalizar um conjunto de
experimentos e conduzir a resultados que envolvem a interagdo entre as varidveis. No caso de
investigagio sobre FSS, onde o processo e as analises mostram-se dispendiosas em termos de
custo e tempo, a obtencdo de resultados conclusivos com um nimero menor de experimentos

torna-se imprescindivel.

Atraves do planejamento fatorial de experimentos, € possivel se distinguir os parimetros do
processo que tém influéncia mais significativa e dispensar outros menos influentes. Por meio das
respostas fornecidas por um planejamento fatorial, e fazendo-se uso da metodologia de
superficies de resposta, pode-se obter um modelo empirico para a regido experimental
investigada, bem como definir os valores 6timos para os pardmetros considerados como os de

maior importancia (BRUNS et al, 1996).
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CAPITULO 3

MATERIAL E METODOS

3.1. Sistema de colunas de Raimbanit

O sistema de colunas de Raimbault para estudos de Fermentagfio em Substrato Sélido
(FS8) foi constituido de colunas de vidro que se encontram imersas em um banho termostatico,

alimentados com ar mido em sentido ascendente provido por uma bomba de ar ou compressor.

Neste trabalho, foi proietade e construide um sistema de reagfo utilizando colunas de
Raimbault com modificacdes em relag3o ao anteriormente descrito. Essas modificagdes visaram
facilitar o controle da vazdo através da construcdo de um painel de controle de valvulas dotado de
mandmetros individuais; e o desenho do umidificador secundério, feito a partir de frasco
erlenmeyer a fim de aumentar a superficie de troca entre 2 agua e o ar a ser injetado. A Figura 4

apresenta o sistema de reagfio construido neste trabalho para a condugo da FSS.

0 sistema de reacdo € composto basicamente de 8 partes: fornecimento de ar; distribuidor e
umidificador primério; painel de controle de vazo; umidificadores secundéarios; colunas; banho

termostatico; medidores de vazio; e medidor de umidade relativa.
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Figura 4 thrﬁ do sistema de colunas de Raimbault utilizado neste trabalho

3.1.1. Fornecimento de ar

Inicialmente desejava-se utilizar um compressor para o fornecimento de ar no sistema. O
compressor disponivel em laboratdrio era um de uso odontoldgico, dotado de pressostato que
mantinha sua pressdo de operagdo entre 120 e 180 psi. Esta variagio de pressdo refletia
consequentemente na vazdo de aeragdo das colunas. Por esse motivo, resolveu-se adotar ar
sintético sob pressdo como fonte de aeragio. Apesar de invidvel economicamente em maiores
escalas, o ar sintético satisfaz varias necessidades para uma investigagdo em escala laboratorial

como: composicdo de gases constante, umidade constante; pressio constante, e esterilidade.
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O gas utilizado foi ar sintético, fornecido pela White Martins, com composi¢do de 20 *
0,5% de Oxigénio e 80 £ 0,5% de Nitrogénio, em cilindro de 9,6 m® de capacidade volumétrica e
envase a 200 kgf/cm® de pressdo a 21° C. Para o controle da pressdo de saida, foi utilizada uma

valvula de precisdo do mesmo fornecedor com pressio maxima de 2,0 kef/cm’.

3.1.2. Distribuidor ¢ umidificader primario

O distribuidor e umidificador primério foi construido a partir de um frasco erlenmeyer de 1
litro. O ar proveniente do cilindro entra no distribuidor através de um tubo de vidro com
extremidade em vidro sinterizado, onde borbulha em 500 mL de agua destilada. A saida ¢
distribuida para 12 tubos de vidro soldados préximos a extremidade superior do erlenmeyer,

como mostra a Figura 5.

3.1.3. Painel de controle ¢ medida de vazio

O controle da vazdo das diferentes colunas foi feito através de 12 mandmetros com escala
até 3,0 psi de pressdo e 12 valvulas globo de latdo fixados em painel de madeira, como mostra a
Figura 6. Os mandmetros destinam-se ao controle e registro da pressdo de entrada em cada

cohina simultaneamente.
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Figura 5 — Vista lateral do distribuidor e umidificador primario
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Figura 6 — Painel de controle de vazio
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3.1.4, Umidificadores secundsrios

Os umidificadores secundarios foram construidos com base em frascos erlenmeyer de 200
mL, dotados de entrada lateral e borbulhador, como mostrado na Figura 7. O ar entra pelos tubos
soldados na lateral do umidificador, sendo borbulhados em 100 mL de dgua destilada. A saida do
ar umido se da pela extremidade superior do umidificador, onde a coluna se encaixa atraves de

rotha de polturetano.

Figura 7 — Umidificador secundario

3.1.5, Reatores de coluna

As colunas foram construidas baseadas no sistema de Raimbault, apresentado por DE
ARAUJO et al (1997} As colunas foram feitas de vidro, com volume (il de aproximadamente
80 mL, o que corrssponde aproximadamente 2 massa de 20 g do substrato ufilizado {Figura 8}.
Sua base & encaixada no umidificador secunddrio, ¢ o topo € fechado por uma rolha de

poliuretano autoclavavel, perfurada por um tubo de vidro com 1,0 mm de difmetro interno.
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3.1.6, Controle de temperatura

Com a finalidade de controlar a temperatura no interior das colunas, as mesmas foram
dispostas, juntamente com os umidificadores secundarios, no interior de uma caixa de vidro
(Figura 9), com recirculagde de 4gua cuja temperatura era controlada através de banho
termostatico PolyScience, modelo 8000. O registro da temperatura na caixa de vidro era feito

atraves de termdmetro, e a perda de calor entre ¢ banho eacaixaerade 2°C

Figura 9 — Disposicdo das colunas na caixa de vidro e banho termostatico
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3.1.7. Medideor de vazio

A vazdo foi medida através de um tubo capilar acoplado a um mandmetro de tubo em U, A
passagem de ar através do tubo capilar produz uma queda de pressdo que € proporcional a vazdo
na faixa de baixas vazdes. Devido as baixas vazdes utilizadas, utilizaram-se, como capilares, duas
agulhas de didmetro interno de 1,0 mm e comprimento de 10 cm, & o mandmetro foi disposto
inclinado a 45° para maior sensibilidade na medida da queda de pressio. O medidor foi calibrado

através de bolhdmetro com capacidade de 20 mL.

3.1.8. Medida de umidade relativa

A umidade relativa do ar de entrada no reator foi medido através de um sensor Digi-Sense —
Temperature/Humidity Logger, produzido pela Cole-Parmer Instrument Co. O sensor era
acoplado a uma cuba de 30 mm de didmetrc e 50 mm de comprimento, com uma senitrada e uma
saida de ar, disposta no interior da caixa de vidro e conectada a saida de um dos umidificadores

secundarios.

3.2. Medicdes

3.2.1. Medida da atividade de dgua

A atividade de 4gua do substrato foi medida através de equipamento Aqualab CXZ -
Water Activity Measurement. O uso deste equipamento foi gentilmente concedido nos
faboratdrios da Corn Products Brasil Lida, na cidade de Jundiai, SP. O proncipio de
funcionamento do aparelho € através da determinaco da umidade relativa de equilibrio do ar que

envolve a amostra inserida.
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3.2.2. Medida do pH

O pH do substrato foi medido em pHmetro digital, de forma indireta. Para o substrato

fermentado, foram utilizados os extratos enzimaticos obtidos da fermentacdo. Para a medida do

pH do substrato inicial, foi preparado um filtrado seguindo-se os mesmos procedimentos usados

na obtencdio do extrato enzimatico, ou seja, a cada 20 g de substrato Gmido e esterilizado foram

adicionados 50 mL de agua destilada esterilizada, de pH = 5,80, extraindo-se o caldo através de

pressdo com um pistilo de vidro previamente flambado e posterior filtragem em algodao.

3.2.3. Determinac¢io de umidade em bases seca e imida

As umidades em bases seca (Uys) € imida (Upy) foram determinadas colocando-se amostras

do substrato em estufa a 105° C até atingirem peso constante, medido apos resfriamento das

amostras no interior de um dessecador em balanca analitica.

O calculo para Uy e Uy € dado por:

Ubs = Ml ~M2
MZ

Ubu 2M1 *Mz
M,

onde M; = peso da amostra umida e M> = peso da amostra seca.

3.3. Fermentac¢io em Substrato Solido

3.3.1, Substraio

O substrato solido utilizado foi o farelo de trigo.

Eq. 1
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O farelo de trigo utilizado € produzido por Moinho Paulista Ltda, € apresenta os niveis de

garantia mostrados no quadro 6 em sua embalagem:

Quadro 6 — Niveis de garantia do substrato utilizado.

Umidade base seca (maximo) 13,50%
Proteina Bruta (miximo) 14,00%
Extrato Etéreo (minimo) 3,00%

Fibra Bruta (miximo) 11,00%
Matéria Mineral (maximo} 6,50%

Testes feitos neste trabalho mostraram que esse substrato apresenta as caracteristicas

mostradas no quadro 7:

Quadro 7 — Caracteristicas do substrato:

Umidade base seca 0,1476
Umidade base imida 0,1286
Atividade de agua 0,611

A preparag¢io do substrato foi feita adicionando-se dgua destilada 4 concentragio desejada e

posterior esterilizagdo em autoclave a 121° C por 20 minutos.

3.3.2. Indculo

O microrganismo Scopulariopsis sp. foi mantido em tubos de ensaio inclinados com 10

mL de meio de cultura PDA (batata, dextrose e agar), no interior de estufa de cultura a 30° C.

Uma semana antes da obtengdo do indculo, o microrganismo foi repicado e foram usados
apenas os tubos que mostravam crescimento homogéneo e total preenchimento da superficie do

melo de cultura.
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Para a obtengdo do inoculo, depositou-se 5 mL de dgua destilada esterilizada em cada tubo
e procedeu-se uma gentil raspagem sobre o microrganismo, com alga de platina, a fim de
desprendé-lo do meio de cultura e coloca-lo em suspensio no liquido. Essa suspensdo do
microrganismo foi entornada em um frasco erlenmeyer limpo e esterilizado, onde se procedeu

uma maxima homogeneizacio do inoculo através de agitagio.

Cada 20 g de substrato s6lido (correspondente ao leito de uma coluna), recebeu 1 mL deste
inoculo. Procedeu-se uma mistura entre 0 inoculo e o substrato com o uso de um pistilo de vidro

previamente flambado.

O substrato ja moculado foi entdo transferido para as colunas. Todo o procedimento foi
feito no interior de cdmara de fluxo positivo previamente higienizada, e proximo a chama do bico

de Bunsen, a fim de se evitar contaminacio.

Uma methor padronizagao do indculo ndo foi possivel de ser obtida pelas caracteristicas
fisiologicas do microrganismo. Por se manter firmemente preso ao meio de cultura e por se
organizar em colonias, os métodos de padronizagdo disponiveis em laboratorio, como contagem
de células em Camara de Neubauer ¢ andlise espectrofotomeétrica da dispersdo do inoculo nio

mostraram funcionalidade.

3.4. Extracio das proteinas

A extrac@o das proteinas foi feita da seguinte forma: em um erlenmeyer de 500 mL
esterilizado foram adicionados, aos 20 g de substrato fermentado, 50 mL de agua destilada
esterilizada, procedeu-se uma extragao do substrato através de press3o exercida por um pistilo de
vidro e deixando-se descansar por 1 hora. Essa mistura de dgua e substrato foi entfio filtrada em

aigodﬁo cirargico sob pressdo. Recuperou-se, em média, 25 mL de extrato.



MATERIAL E METODOS 30

3.5. Analises

3.5.1. Andlise da atividade enzimatica

A determinagdo da atividade de P-galactosidase de Scopulariopsis sp. foi feita com

substrato O-nitrofenil-f-D-galactopiranosideo (ONPG).

A atividade de P-galactosidase foi medida acrescentando-se a 1690 uL de solugio tampido
acetato de sédio 0,1M pH 5,0, 10 ul. de solugdo enzimatica e 150 pL de substrato ONPG. A

mistura foi incubada a 60° C por 15 minutos.

A reagdo foi interrompida com a adi¢do de 150 ul. de carbonato de calcio, e a concentracio
de ONP foi medida através da absorvincia da solugdo em espectrofotdmetro a 420 nm de

comprimento de onda, utilizando-se uma curva de calibragio previamente determinada.

Uma unidade de atividade de fB-galactosidase foi definida como a quantidade de enzima

que libera 1 umol de ortonitrofenol (ONP) em um minuto, sob as condigBes acima descritas.

onde

UA = atividade enzimatica

Vr = volume do ensaio

I, = volume da amostra

Abs = absorvancia medida a 420 nm

¢ = tempo de incubagio em minutos

Cex = coeficiente de extingiio (cm® . umol™)
fa = fator de diluigdo

L = caminho otico (cm)
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Assim,

UA (2000) Abs 1 1
x 1

e x X XK e
ml. 10 15 435 1
Eq. 3
YA _ 3 065.4bs
ml

Além da atividade enzimatica ser expressa em UA/mlL, as respostas também foram dadas
em atividade enzimatica total (UA), onde se multiplicou a atividade enzimatica pelo volume de
extrato obtido, em produtividade {UA/t), onde se dividiu a atividade enzimética total pelo tempo
de fermentacgio; em atividade enzimatica por grama de substrato seco (UA/gssew), Onde se dividiu
a atividade enzimatica total pela massa de substrato seco, e em atividade enzimatica especifica
(UA/mgpr), onde se dividiu a atividade enzimatica expressa em UA/mL pela concentragdo de

proteinas do extrato enzimatico, expressa em mg/mL.

3.5.2. Analise de proteinas

A analise de proteinas foi feita através do método de BRADFORD (1976).

Inicialmente, 5 ul. do extrato enzimatico sfo adicionados a 795 ul. de solucio tamp&o Tris-
HC! 30 uM pH 7,5 e a 200 pL do reagente Bio-Rad Protein Assay — Dye Reagent Concentrate
500-0006. A solugdo € medida em espectrofotOmetro a 395 nm de comprimento de onda. A curva
padrdo foi obtida atraves de ensaios com a proteina de referéncia BSA, e apresentou a seguinte

relacdo:

Abs =0.,04075C Eq. 4

onde
Abs é a absorvancia medida a 595 nm

( é a concentracdo de proteina em mg/mL
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O célculo da concentragio de proteinas € dado, entdo, por:

PT(mg/mp) =000 Abs 1
& Sul 0.04078 1000

3.6. Planejamento fatorial
3.6.1. Primeira Série de Experimentos
No primeiro planejamento fatorial, foram estudados inicialmente os pardmetros tempo de

fermentagdo (t), concentracdo de esporos, em volume de indculo, em relagio ao substrate (X) e

vazio de ar (Q). O substrato utilizado foi preparado com partes iguais de farelo de trigo e agua

destilada.

Foi usado um planejamento fatorial do tipo 2° (dois niveis e trés variaveis), com ponto

central

A descrigdo do planejamento fatorial em valores codificados e reais ¢ apresentada no

Quadro 8.

Quadro 8 — Planejamento Fatorial para o 1° experimento

Plan¢jamento Fatorial em Piangjamento Fatorial em Valores
Valores Codificados Reais
Amostra | Vazio | Tempode | X (mL) Vazido X (ml) | Tempo de
(L/by | fermentag (L/h) fermentag
do () do (h)
1 -1 -1 -1 0.1 1.0 96
2 +1 -1 -1 0.3 1.0 96
3 -1 +1 -1 0.1 3.0 96
fatorial 4 +1 +1 -1 0.3 3.0 96
modelo | completo 2° 3 -1 -1 +1 0.1 1.0 144
linear 6 +1 -1 +1 0.3 1.0 144
7 -1 i1 +1 0.1 3.0 144
8 +1 +] +1 0.3 3.0 144
9 0 O 0 0.2 2.0 120
ponto central 10 0 0 0 0.2 2.0 120
11 0 0 0 0.2 2.0 120
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Devido a capacidade do sistema, 12 colunas, foi possivel se fazer, na primeira série de
experimentos, apenas aqueles relativos ao planejamento do modelo linear. A partir dos resultados
obtidos, verificou-se, através dos valores dos efeitos, que o pardmetro concentra¢do de esporos,
na regifo estudada, ndo apresentava influéncia significativa na resposta atividade enzimatica. Por
isso, substitui-se a variadvel conceniracio de esporos pela umidade inicial do substrato em base
seca (Ups). A diferenca entre os niveis para a vazdo de ar foi aumentada para que se pudesse

realcar sua influéncia, o que ndo havia sido possivel na primeira série de experimentos.

3.6.2. Segunda Série de Experimentos

No Quadro 9 sdo apresentados os valores codificados e reais para o planejamento fatorial
da segunda série de experimentos incluindo a varidvel umidade em base seca (Uys) inicial do

substrato,

Quadro 9 — Planejamento Fatorial em valores codificados e reais para a 2° série de experimentos.

Planejamento Fatorial em Planejamento Fatorial em Valores
Valores Codificados Reais
Amostra | Vazfo | Tempode | Uy inicial | Vazdo | Tempo de | Uy, inicial
(L/h) fermentagio (L/h) fermentacio
(h) (h
1 -1 -1 -1 0.6 96 0.9100
2 +1 -1 -1 1.8 96 0.9100
3 -1 +1 -1 0.6 144 0.9100
fatorial 4 +1 +1 -1 18 144 0.9100
modelo | completo 2° 3 -1 -1 +1 0.6 96 1.8572
linear 6 +1 -1 +1 1.3 96 1.8572
7 -1 +1 +1 0.6 144 1.8572
8 +1 +1 +1 1.8 144 1.8572
9 0 0 0 1.2 120 1.2728
ponto central 10 0 0 0 1.2 120 1.2728
11 0 0 0 i2 120 1.2728
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Nesta série, uma analise dos efeitos mostraram que as trés variaveis tiveram influéncia
significativa na resposta do processo. No entanto, os resultados mostraram que se estava fora da
faixa onde se encontrariam os pardmetros otimizados. Por isso, partiu-se para um terceiro

planejamento, descrito no Quadro 10.

3.6.3. Terceira Série de Experimentos

O planejamento fatorial construido para a terceira série de experimentos é o descrito no

Quadro 10:

Quadro 10 ~ Planejamento Fatorial em valores codificados e reais para ¢ 3° experimento.

Planejamento Fatorial em Planejamento Fatorial em Valores
Valores Codificados Reais
Amostra | Vazdo | Tempo de | Uy, inicial Vazdo | Tempo de | U, inicial
L) fermentagio (L/h) fermentacic
(b (h)
1 -1 -1 -1 0.5 120 0.65]9
2 +1 -1 -1 3 120 0.6519
3 -1 +1 -1 0.5 168 0.6519
fatorial 4 +1 +1 -1 3 168 0.6319
modelo | completo 2° 3 -1 -1 +1 0.5 120 1.2728
linear 6 +1 -1 +1 3 120 1.2728
7 -1 +1 +1 0.5 168 1.2728
8 +1 +1 +1 3 168 1.2728
g 0 0 0 1.8 144 0.9100
ponto central 16 G O 0 1.8 144 0.9100
11 0 0O 0 1.8 144 0.9100
ponto central 12 0 0 0 1.8 144 0.9100
13 0 0 { 1.8 144 0.9100
14 -2 0 0 0 144 0.9100
modelo 15 +2 0 0 3.6 144 0.9100
quadratico | planejamento 16 0 ~2 0 1.8 110 0.9100
estrela 17 0 +2 0 1.8 178 0.9100
I8 0 0 2 1.8 144 0.5621
19 0 0 +V2 18 144 1.4716
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3.6.4. Quarta Série de Experimentos

Para a quarta série de experimentos, a varidvel tempo de fermentacdo foi retirada devido a
interpretagdes nos resultados ja obtidos, passando o planejamento a ser um do tipo 2% com ponto
central e planejamento estrela, para modelagem quadratica. O quadro 11 mostra como foi feito o

planejamento:

Quadro 11 —Planejamento Fatorial em valores codificados e reais para o 4° experimento.

Plancjamento Fatorial em Plangjamento Fatorial em
Valores Codificados Valores Reais
Amostra Vazio (L/h) Uy, inicial Vazdo (L/h) | U inicial
1 -1 -1 2.0 0.436
modelo fatorial 2 +1 -1 4.0 0.436
linear | completo 2° 3 -1 +1 2.0 0.910
4 +1 +1 4.0 0.910
ponto 3 0 0 3.0 0.652
central 6 6 0 3.0 0.632
7 2 0 1.6 0.652
modelo | planejamento 8 +V2 0 4.4 0.652
quadratico estrela 9 0 ~2 3.0 0.357
10 0 +2 3.0 1.037

3.6.5. Anailise estatistica das respostas

Para a analise dos resultados obtidos através dos planejamentos fatoriais foram utilizados
dois programas de calculo computacional: Falorial e Modreg. Estes programas sio parte

integrante do livro “Planejamento e Otimizag¢io de Experimentos” (BRUNS et al, 1996).

O programa Fatorial faz o calculo dos efeitos para cada uma das variaveis e suas
interacdes. Os efeitos sdo descritos como a diferenga entre a resposta média no nivel superior e a

resposta média no nivel inferior de uma determinada variavel.
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Para se determinar a influéncia de um efeito no sistema, compara-se a magnitude do valor
deste efeito aoc erro experimental. A estimativa de erro experimental, quando na auséncia de
replicatas, pode ser feita através da comparagio dos valores absolutos dos efeitos principais € dos
efeitos de interagdo. Se hid uma diferenga significativa entre eles, pode-se considerar que os
valores dos efeitos de interagiio sdo decorrentes de erros experimentais no processo, € o erro

padrio do efeito pode ser calculado utilizando-se esses valores.

O programa Modreg faz o célculo da tabela ANOVA, dos paridmetros do modelo

empregado e seus erros padrio.

A tabela ANOVA (acronimo de Analysis of Variance) ¢ calculada como descrito no

Quadro 12:

Quadro 12 — Tabela ANOVA

Fonte de Soma Quadratica Graus de Média Quadratica
Variacgao Liberdade
m
= b, —3) - = -
Regressio SQp = Zg(yz y) p-1 MO, =80,/ (p-1)
m
SO - . — A. 2 — MO — S /t .
Residuos e sz:(’yl yi) n p res Qres (n P )
m_
S | A.——m,z - MO. =SO. m-
Falta de Ajuste = ZZ(}] ¥) m=p e T O fy (m-p)
mon
SQEP:ZZ(}’U' _J_’z‘)z n~n MQ,, = SO, n-m)
Erro Puro 77
L
50, =330, - 5F =
Total i

% de variancia explicada: SO, / SOr
% de varidncia explicavel: (SOr— 50.,) / SOr

onde:
n; = namero de repeticdes no nivel 7

m = mimero de niveis distintos



MATERIAL E METODOS 37

n = numero total de observagdes

p = namero de pardmetros do modelo

Para se determinar se ha evidéncia de falta de ajuste ao modelo empregado, deve-se
observar se a porcentagem de varidncia explicada estd longe da porcentagem de varidncia
explicavel. Também deve-se observar se a relagiio entre a média quadratica de falta de ajuste ¢ a
meédia quadratica de erro puro ¢ menor do que o valor de F tabelado para os graus de liberdade da
falta de ajuste, erro puro, e o intervalo de confianca desejado. Outro metodo ¢€ através do calculo
da variancia do ponto central (s%). Se o valor da varifincia for proximo do valor da média

quadratica do erro puro, ha evidéncia de faita de ajuste ao modelo.

Para se determinar se a regressdo € significativa para o modelo, a relagio entre a média
quadratica da regressdo € a média quadratica dos residuos deve ser de 4 a 5 vezes maior do que o
valor de F tabelado para os graus de hiberdade da regressio, do residuo, e do intervalo de

confianga desejado.

A partir do modelo encontrado pode-se determinar os valores otimos para os pardmetros
estudados igualando-se a zero a primeira derivada do modelo em relagdo a cada um dos
parimetros estudados. Substituindo-se os Otimos no modelo, obtém-se a resposta maxima. O
calculo foi feito utilizando-se o software Fortran Powerstation, e o programa segue o algoritmo

descrito no Apéndice - Figura 1.
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CAPITULO 4

RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1, Primeira Série de Experimentos

Para a primeira série de experimentos foram obtidos os seguintes resultados, apresentados

no Quadro 13:

Quadro 13 — Resultados da 1* série de experimentos

amostra Q(L/m) X (mL) t{h) UA/mL UA Uai
1 6.1 i 96 1.6038 25,0936 0,2614
2 03 1 56 12119 30,2977 0,3156
3 0.1 3 96 1.0341 27,1035 0,2823
4 0.3 3 96 1,1340 28,3515 0,2953
5 0.1 1 144 1,8341 45,8543 00,3184
6 0.3 1 144 1,8747 46,8675 0,3254
7 .1 3 144 1,7481 43,7043 03035
8 3 3 144 1.9234 48,0850 0,3339
9 02 2 120 0.9998 24,9968 0,2083
10 0.2 2 120 1,1071 27,6781 0.2306
11 0.2 2 120 1.1600 29,0002 0,2416
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A estimativa dos efeitos para a primeira série de experimentos € dada no Quadro 14

Quadro 14 — Estimativa dos efeitos para a resposta UA/mL:

média 1.4768

Q 0.1185

X -0.0087
interacio Q x X -0.0058

t 0.7366
mteracio Qxt (.0106
mteracio X x t -0.0100
interaco QO x X xt (.0732

Observa-se, por esta estimativa, que os valores absolutos dos efeitos principais s&o
significativamente maiores que os valores absolutos dos efeitos de interagdo tanto de 2° quanto de
3* ordens. Admite-se, portanio, que os efeitos de 1° ordem s3o suficientes para descrever
adequadamente a superficie de resposta, e pode-se usar os demais efeitos para se obter uma

estimativa do erro experimental nos valores dos efeitos.

Vetsito = (1/4)[(-0.0058)% + (-0.0106)* + (-0.0100)* + (0.0732)*]
g = (V)UZ Eq 6
Sefeito = 0.0374

Sendo o valor absoluto do erro padriio do efeito maior do que o valor absoluto do efeito
(ex: X = -0.0087 £ 0.0374), ndo se pode dizer que o valor do efeito € obrigatoriamente diferente
de zero. Portanto, considera-se o efeito X como nao significativo. Para os outros efeitos, podemos
dizer que a resposta aumenta conforme se aumentam os niveis dos fatores, e o tempo de

fermentacdo tem mais influéncia na resposta do que a vazio de ar.

A intencdo dessa série de experimentos era justamente a de se definir a influéncia da
varia¢do da concentragdo do indculo nos resultados, ja que este fator é de dificil quantificacdo

devido a fisiologia do microrganismo utilizado.




RESULTADOS E DISCUSSOES 40

A partir dos resultados obtidos, verificou-se que melhores resultados seriam obtidos com
um aumento no valor da vazio de ar e no tempo de fermentago. O fator concentracao de inéculo
foi fixado no valor de 1 mL de inoculo para cada 20 g de substrato imido. Para substitui¢ido da

variavel concentragdo de indculo, experimentou-se a variagdo da umidade inicial do substrato em

base seca (Ups).

4.2. Segunda Série de Experimentos

Para a segunda série de experimentos foram obtidos os seguintes resultados, apresentados

no Quadro 15:

Quadro 15 — Resultados da 2 série de experimentos

Resultados Planejamento Fatorial em Valores
Reais
Amostra | UA/mL UA UAt | UA/pgw. | Vazio Tempo de Uss
(L) fermentagio (h)
1 1.3787 | 34,4682 | 0.3590 | 3.2963 0.6 96 0.9100
2 1.7511 | 43.7780 | 04360 | 4.1867 18 96 0.9100
3 2.6056 | 65.1406 | 04524 | 6.2297 0.6 144 0.9100
fatorial 4 2.9358 | 73.8962 | 0.5132 | 7.0670 18 144 0.9100
modelo | completo 2° 5 0.5453 | 16.3586 | 0.1704 | 23467 0.6 96 1.8572
linear 6 0.4810 | 14.4301 | 0.1503 | 2.0700 1.3 96 1.8572
7 0.6240 { 18.7192 | 0.1300 | 2.6853 06 144 1.8572
8 0.4234 [ 1277012 | 0.0882 | 1.8220 1.8 144 1.8572
G 1.3798 | 37.9456 | 0.3162 | 4.3547 12 120 1.2728
ponto central i0 1.2690 | 348977 | 0.2908 | 4.0049 1.2 120 12728
11 1.3034 | 35.8425; 02987 | 4.1133 1.2 120 1.2728
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4.2.1. Anilise das respostas de atividade enzimatica expressas em UA/mL

A estimativa dos efeitos para a segunda série de experimentos com respostas expressas em

UA/mL ¢ apresentada no Quadro 16:

Quadro 16 — Estimativa dos efeitos para a 2% série de experimentos com respostas em UA/mL:

média 1.3436

Q 0.1145

t 0.6132
interacio Qxt -0.039
U -1.6544
interaco Qx U -0.2469
interagiio tx U -0.6026
interacio QO xtxU -(.0285

Observando-se a estimativa dos efeitos, percebe-se que os efeitos de interagdo de 2° ordem
sdo importantes assim como o0s efeitos principais, caracterizando um modelo quadratico. Estima-
se o erro experimental, portanto, a partir do valor absoluto do efeito de interaciio de 3* ordem, e
se conclui que todos os fatores, desta vez, sdo importantes no processo. Os fatores vazio e tempo
de fermentagio aumentam significativamente a resposta quando se aumentam seus niveis. A
umidade em base seca (Usys) inicial do substrato mostrou ser o fator de maior importancia,
aumentando significativamente a resposta quando se diminui 0 seu nivel. As representagdes

graficas em superficies de resposta mostram estas tendéncias (Figuras 10, 11 ¢ 12).
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o teémpox vaz&o com. resposta em UL,

B

AN

Figura 10 — Representagfo em superficie de resposta para as variaveis tempo de fermentacio (t) ¢

vazio de ar () com resposta em UA/mL

T Uy X vazde éorm r_espééfa' am UAImL -

0,387,
0,584
0790
1,987
484
S1,381
CAE77
e
. SETT
Sl 2,188

_ 8 above.
Figura 11 ~ Representacdo em superficie de resposta para as variaveis Ups inicial do substrato e

vazdo de ar {Q) com resposta em UA/mL
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' ] ' Uy, X tempo com {équsta am UA/mL

@
(el
|-'1'“§Tl‘l'v‘.\'{‘”l1’r!"rr(rvm

0,243
0,488
0,729
G571
1,214
1,457
1,700
1,843
2,188
2429
B ahove

Figura 12 — Representagio em superficie de resposta para as varidveis Ups inicial do substrato e

tempo de fermentagfo () com resposta em UA/mL

QOutra reprasentacio mostra que os melhores resultados de atividade enzimatica expressas

em UA/mL ocorreram usando-se o maior tempo de fermentacgio (144 h), a maior vazdo (1.8 L/h)
e a menor Ups {09100} (Figura 13).

LRy
144
126
[ gen- N S gy X
N N EC AN s
s - g
1754 3. :
S e

A

Figura 13 — Representagic dos resultados para atividade enzimatica (UA/mL)
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4.2.2. Analise das respostas de atividade enzimatica expressas em UA

O Quadro 17 apresenta a estimativa dos efeitos para a segunda seérie de experimentos com

respostas expressas em UA:

(Quadro 17 — Estimativa dos efeitos para a 2° série de experimentos com respostas em UA:

média 349363

G 2.3297

t 13,3356
interacio Q xt -1.1609
U ~38.7683
nteragdo Qx U -6.5030
interacBo tx U -15.0397
imeracio QxixU -.8838

Observando-se a estimativa dos efeitos, percebe-se gue os efelfos de mteracdo de 2° ordem
g ¢

s&o importantes assim como o5 efeltos principais, caracterizande um modelo quadratico. Estima-

se o erro experimental, portanto, a partir do valor absoluto do efeito de interacdc de 3* ordem, ¢

se conclui que todos os fatores, desta vez, sdo importantes no processo. Os fatores vazdo e tempo

de fermentagio aumentam significativamente a resposta guando se aumentam seus niveis. A

umidade em base seca (U inicial do substrato mostrou ser o fator de maior importancia,

aumentando significativamente a resposta quando se diminui o seu nivel. As representacdes

graficas em superficies de resposta mostram estas tendéncias (Figuras 14, 15 e 16).
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Figura 14 — Representacio em superficie de resposta para as varidveis tempo de fermentagdo () e

vazdo de ar (Q) com resposta em UA

Uye X vazdo com resposta em UA

12,140
16,264
21,589
28,314
(131,038
35,753

CEEE 45213
BEEE 45537
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‘above

Figura 15 — Representacdo em superficie de resposta para as variaveis Uy, inicial do substrato ¢

vazdo de ar {Q) com resposta em UA
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Uy X tmpo som resposta e_fn UA

T

ey

sy

AU 1A

Figura 16 — Representacdo em superficie de resposta para as variavets Uy, inicial do substrato e

tempo de fermentag8o (t com respostaem UA

Cutra representagdo mostra que os melhores resultados de atividade enzimatica expressas

em UA ocorreram usando-se o maior tempo de fermentacdo (144 h), a maior vazio {1.8 L/h) e a
menor Uy {0.9100) (Figura 17).

Pt
144 05 mib—%ia?m:

i {73 595:‘“‘“““* Z?G‘E
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Figura 17 — Representacdo dos resultados para atividade enzimatica (UA)
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4.2.3. Anslise das respostas de atividade enzimdtica expressas em UA/t

A estimativa dos efeitos para a segunda série de experimentos € apresentada no Quadro 18,

com respostas expressas em UA/T:

Quadro 18 — Estimativa dos efeitos para a 2° série de experimentos com respostas em UA/L:

média 02899

Q 0.0240

t 0.0120
interagio Qxt -0.0145
U 03104
interacio Qx U -(0.0549
mieracio tx U -0.0633
interacio Qxtx U .6036

Observando-se a estimativa dos efeitos, percebe-se que os efeitos de interagiio de 2° ordem
sdo importantes assim como os efeitos principais, caracterizando um modelo quadratico. Estima-
se o erro experimental, portanto, a partir do valor absoluto do efeito de interagfo de 3° ordem, ¢
se conclui que todos os fatores, desta vez, sdo importantes no processo. Os fatores vazio e tempo
de fermenta¢do aumentam significativamente a resposta quando se aumentam seus niveis. A
umidade em base seca (U inicial do substrato mostrou ser o fator de maior importincia,
aumentando significativamente a resposta quando se diminui o seu nivel As representagdes

graficas em superficies de resposta mostram estas tendéncias (Figuras 18, 19 e 20}.
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VAZEQ X 1EMpO com rasposta em UAR

0274
0278
0.283
0,287
0,291
§ 0295
- 0,300
.304
10,308
BE 0312
B above

Figural8 — Representagdo em superficie de reSp{}sta para as variaveis tempo de fermentacdo (t) e

vazdo de ar {{J) com resposta em UA/t

S T chazz‘-i_e cqm_res;ﬁos_ta.am.{}wt. o

Figura 19 — Representacdo em superiicie de resposta para as variaveis Us, inicial do substrato 2

vazdo de ar {(Q) com resposta em UA/
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e X tempo com resposta em UAK

0,113
5,148
0,188
0,223
3 0,260
i 3,296
(3,333
0,370
0467
0,444
B above

Figura 20 ~ Representacdo em superficie de resposta para as variaveis Uy, inicial do substrato e

tempo de fermentagio {t) com resposta em UA/

Outra representagdo mostra que os melhores resultados de atividade enzimatica expressas
em UA/t ocorreram usando-se o maior tempo de fermentacgio (144 h), a maior vazio (18 L/h)ea

menor Uy (0.9100) (Figura 21).

Figura 21 — Representa¢do dos resultados para atividade enzimatica (UA/t)
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4.2.4. Andlise das respostas de atividade enzimdtica expressas em UA/gZsseco

O quadro 19 apresenta a estimativa dos efeitos da resposta UA/gsseco para a segunda série

de experimentos:

Quadro 19 — Estimativa dos efeitos para a 2° série de experimentos com respostas em UA/Gsseco:

média 3.7130

Q 0.1459

t 1.4761
interagio Qxt -0.1399
ol -2.963%
interago QG x U -0.7169
interacdo tx U -1.4308
interago QO xtxU -0.1334

Observando-se a estimativa dos efeitos, percebe-se que os efeitos de interacdo de 2° ordem
3o importantes assim como 0s efeitos principais, caracterizando um modelo quadratico. Estima-
se o erro experimental, portanto, a partir do valor absoluto do efeito de interagfio de 3°* ordem, ¢
se conclui que todos os fatores, desta vez, sdo importantes no processo. Os fatores vazio e tempo
de fermentacdc aumentam significativamente a resposta quando se aumentam seus niveis. A
umidade em base seca (U} inicial do substrato mostrou ser o fator de maior importincia,
aumentando significativamente a resposia quando se diminui o seu nivel. As representagdes

graficas em superficies de resposta mostram estas tendéncias (Figuras 22, 23 e 24).
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Figura 22 — Representagiio em superficie de resposta para as varidveis tempo de fermentagio (1) e

vazio de ar {Q) com resposta em UA/gsseo

Uy X vazdo com resposia em UA/Y sseao
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#8Z above

Figura 23 — Representacdo em superficie de resposta para as variaveis U, inicial do substratc

vazlo de ar (Q) com resposta em UA/Zsseco
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Uy, X tamipo com resposta em UA/G soece

o

a4
B A S S

GuRse T

Figura 24 — Representacdo em superficie de resposta para as variaveis Uy, inicial do substrato e

tempo de fermentago {t} com resposta em UA/gsseco

QOutra representacfio mostra que os melhores resultados de atividade enzimatica expressas

em UA/gsseco OCOTTEram usando-se o maior tempo de fermentagiic (144 h), a maior vazio (1.8
L/h) e a menor Uy (0.9100} (Figura 25).

v

Figura 25 — Representa¢io dos resultados para atividade enzimatica (UA/gsseco)
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Apesar de se ter mostrado que os efeitos de interagdo entre os fatores sdo importantes, o
que indica que um modelo de 2% ordem representaria melhor o processo no intervalo
experimentado, ndo foi feito o planejamento estrela porgue também ficou claro que as melhores
respostas para o processo estdo fora do campo experimentado. Parte-se, entdo, para um novo
planejamento fatorial, onde se utiliza, como valores dos parmetros para o ponto central os

correspondentes a methor resposta obtida nesta série de experimentos, como mostra a Figura 26:

Figura 26 — Planejamento para a 3% série de experimentos em funcio do methor resultado

anteriormente obtido

4.3, Terceira Série de Experimentos

s resultados obtidos na terceira série de experimentos seguem no Quadro 20
ou
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Quadro 20 — Resultados para a 3° série de experimentos

Resunitados Plancjamento Fatorial em
Valores Reais
Amostra | UJA/mL UA UAn UA/gs5eee | Vazio | Tempo de s
(L/h) | fermentagio (&)
1 3.2311 72,6998 0,6058 35,9593 0.3 120 0.6519
2 3.7543 84,4718 0,7039 6.9243 30 120 0.6519
3 4.2564 95,7690 0,5701 7.8504 0.5 168 0.6519
fatorial 4 4.7295 1064138 | (,6334 8.,7230 3.0 168 0.6519
modelo completo 2° 5 1.3536 37,2240 0,3102 42719 0.5 120 12728
linear 6 1.8633 51,2958 0,4275 5,8867 3.0 120 1.2728
7 2.3432 69,9930 0,4166 80325 0.5 168 1.2728
8 2.7854 76,5985 0.4559 8,7905 3.0 168 1.2728
9 2.9949 74,8727 0,5199 7,1604 1.8 144 0.9100
ponto central 10 2.9541 73,8538 0,512¢9 7.0629 1.8 144 0.9100
11 3.0628 76,5692 0,5317 7,3226 1.8 144 0.9100
ponto central 12 3.0249 75,6234 0,5252 7,2322 1.8 144 0.9100
13 2.9727 74.3169 0,5161 7.1072 1.8 144 09100
14 0.1542 3.8550 0,0268 (.3687 0.0 144 0.9100
modelo 15 3.9436 98,6400 0.6830 9,4333 36 144 0.9100
quadratico | planejamento 16 3.2355 80,8875 0,7333 7.7356 1.8 119 0.9100
estrela 17 4.1235 | 103,0875 ;1 0,5791 9.8587 1.8 178 0.9100
18 40234 86,3031 0.6007 6,7075 18 144 0.5621
19 1.3712 41,9292 0,2912 52303 1.8 144 1.4716

4.3.1. Analise das respostas de atividade enzimatica expressas em UA/mL

O Quadro 21 mostra a estimativa dos efeitos para a terceira série de experimentos com

respostas em UA/mL:
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Quadro 21 — Estimativa dos efeitos para a 3" série de experimentos com respostas em UA/mL:

meédia 3.0651

Q 0.4371

i 1.0281
interacio Qxt -0.0804
U -1.8555
interagio Qx U 0.0611
interaciotx U 0.0278
interacdo QxtxU 0.0553

Observando-se a estimativa dos efeitos, percebe-se que os efeitos de interagdo de 2° ordem
s&o importantes assim como os efeitos principais, com exceg¢do do efeito de interagdo entre tempo
de fermentacio e Uy, inicial do substrato, caracterizando um modelo quadratico. Os fatores vazio
e tempo de fermentacdo aumentam significativamente a resposta quando se aumentam seus

niveis. A umidade em base seca (Ul,) inicial do substrato aumenta significativamente a resposta

quando se diminui o seu nivel.

O Quadro 22 apresenta a tabela ANOVA para a analise estatistica das respostas para

atividade enzimatica expressa em UA/mL:

Quadro 22 — Tabela ANOVA para 3” série de experimentos com resposta em UA/mL

FONTE DE SOMA GRAUS DE MEDIA
VARIACAO QUADRATICA LIBERDADE QUADRATICA TESTE F
REGRESSAO 19.4573 9 21619
5.2955
RESIDUOS 3.6743 9 0.4083
FALTA DE AJTUSTE 3.6669 5 0.7334
3951234
ERRO PURO 0.0074 4 0.0019
TOTAL 23.1316 18

% DE VARIANCIA EXPLICADA = 84.1156
% MAXIMA DE VARIANCIA EXPLICAVEL = 99 9679
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Como a porcentagem de variincia explicada nfo esta proxima da porcentagem maxima de

varidncia explicavel, hé evidéncia de falta de ajuste ao modelo quadratico.

Outra evidéncia de falta de ajuste ao modelo quadratico no campo experimentado ao nivel

de confianga de 95% ¢ devida a relagiio entre as médias quadraticas de falta de ajuste e de efro
puro ser muito maior do que o valor de F tabelado (Eq. 7)
Eq. 7

MO i -~y ’} ¥ =
_&—395_1 ,94>>626 ﬁ;;;a(}j
:‘.’M{: o

~ep

Ainda outra evidéncia de faita de ajuste ao modelo quadratico ¢ dada pelo valor de s%,

calculado com base nas repeti¢des do ponto central (Eq. 8), ser muito proximo do valor da media

quadratica do erro puro

, 2 {resp - média_, p}z

§° =

U
(2.9945-3.0019) +(2.9541-3.0019) +(3.0628-3.0019) +

oo (3.0249-3.0019) +(2.9727-3.0019Y
4

50 =0.0019

A regressdo ndo ¢ significativa para o modelo ja que a relacdo entre as médias quadraticas

da regressdo e do residuo € menos do que 4 a 5 vezes maior do que ¢ valor tabelado de F ao nivel
de confianga de 95% (Eq. 9).

MO,
—— % = 52855 =1.66x3.18=F, , o

ﬁ - P25

Observando-se 0s resuitados como superficies de resposta (Figuras 27, 28 e 29), verifica-se
gue ndo ha um resultado maximo dentro do campo estudado, e nessa situagdo, nfio € possivel

determinar os valores maximos dos pardmetros igualando-se a primeira derivada de cada varigvel

a Zero.
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O modelo ndo pode ser considerado representativo para a resposta atividade enzimatica,

expressa em UA/mL, uma vez que ndo hd inflexd3o que identifique um maximo nas superficies de
resposta obtidas.

vazdo ¥ tempo coin resposta. em UA/mL

ARGy

Figura 27 — Representagio em superficie de resposta para as variaveis tempo de fermentacdo (t) e
vazda de ar (Q) com resposta em UA/mL

. U X vazdo com resposta am UAMML

RO

Figura 28 — Representacio em superficie de resposta para as variaveis Uy, e vazio de ar {(Q) com

resposta em UA/mL
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Figura 29 - Representagio em superficie de resposta para as variaveis tempa de fermentagio () e

e

Ups com resposta em UA/mL

Qutra representacdo mostra que os melhores resultados de atividade enzimatica expressas

em UA/mL ocorreram usando-se o maior tempo de fermentag8o (168 h), a maior vazio (3.0 L/h)
e a menor Uy {0.6519) (Figura 30},

Figura 30 — Representacdo dos resultados para atividade enzimatica (JA/mL)
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4.3.2. Analise das respostas de atividade enzimatica expressas em UA

O Quadro 23 mostra a estimativa dos efeitos para a terceira série de experimentos com

respostas em UA;

Quadro 23 — Estimativa dos efeitos para a 3* série de experimentos com respostas em UA:

média 74.3082

Q 10.7733

t 25,7707
interagfo QO x1 -2.1484

U -31.0608
interacio Qx U -0.4349
interacio tx U 3.2651
nteracdo QxtxU -1.3848

Observando-se a estimativa dos efeitos, percebe-se que os efeitos de interaciio de 2° ordem
sgo importantes assim como os efeitos principais, com excegdo do efeito de interagdo entre vazio
de ar e Ul inicial do substrato, caracterizando um modelo quadratico. Os fatores vazio e tempo
de fermentag@io aumentam significativamente a resposta quando se aumentam seus niveis. A
umidade em base seca (Us) inicial do substrato aumenta significativamente a resposta quando se

diminui o seu nivel

G Quadro 24 apresenta a tabela ANOVA para a anélise estatistica das respostas para

atividade enzimatica expressa em UA:
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Quadro 24 — Tabela ANOVA para 3° série de experimentos com resposta em UA

FONTE DE SOMA GRAUS DE MEDIA
VARIACAO QUADRATICA LIBERDADE QUADRATICA TESTE F
REGRESSAC 8811.9730 9 979.1081
3.8204
RESIDUOS 2306.5390 9 236.2843
FALTA DE ATUSTE 2301.9220 5 $60.3844
397 1848
ERRO PURO 4.6363 4 1.1591
TOTAL 11118.5300 18

% DE VARIANCIA EXPLICADA = 792548
% MAXIMA DE VARIANCIA EXPLICAVEL = 99.9583

Como a porcentagem de varidncia explicada nio estd proxima da porcentagem maxima de

varidncia explicavel, ha evidéncia de falta de ajuste ao modelo quadratico.

QOutra evidéncia de falta de ajuste ao medelo quadratico no campo experimentado ac nivel
de confianga de 95% ¢ devida 4 relagBo entre as médias quadraticas de falta de ajuste ¢ de erro

puro ser muito mator do que ¢ valor de / tabelado (Eq. 10)

MQ,.
5}:@_ =397.1848>>626=F , . Eq. 10

Zep

Ainda outra evidéncia de falta de ajuste ao modelo quadratico é dada pelo valor de s°
calculado com base nas repeticSes do ponto central ser muito préximo do valor da média

quadratica do erro puro

A regressdo nfo € significativa para o modelo ja que a relagfo entre as médias quadraticas
da regressfio e do residuo & menos do que 4 a 3 vezes maior do que o valor tabelado de F a0 nivel
de confianca de 95% (Eq. 11).
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MO
— =38204=120x3.18=F,, .. v
MO

— TS
Observando-se os resuitados como superficies de resposta (Figuras 31, 32 e 33), verifica-se
que nio ha um resultado maximo dentro do campo estudado, e nessa situagdo, ndo € possivel

determinar os valores maximos dos pardmetros igualando-se a primeira derivada de cada varidvel

a Zero.

O modelo ndo pode ser considerado representative para a resposta atividade enzimatica,
expressa em UA, uma vez que ndo ha inflexfo que identifique um maximo nas superficies de

resposta obtidas.

fempo x vazdo.com resposta em UA

24814
36,352 .
45089
59.825.
7171587 -
TTie3acs
T 95043
106,782
2E 118320
R 130238
abova

Figura 31 — Representacio em superficie de resposta para as varidveis tempo de fermentago (th e

vazdo de ar (Q) com resposta em UA
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Upe X vazdo com résposta em UA

0

Figura 32 — Representagdo em superficie de resposta para as variaveis U, e vazio de ar (Q) com

resposta em UA

U'b's_x igmp& cnm-'requéta am UA - S

B LeAAl WAttt

418,306
B 127,485
- EE 138,883

B above.

Figura 33 — Representa¢do em superficie de resposta para as varidveis tempo de fermentagio (1) e

Uss com resposta em UA
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QOutra representagdo mostra gue os melhores resultados de atividade enzimatica expressas
em UA ocorreram usando-se o maior tempo de fermentacgio (168 h), a maior vazio (3.0 L/h) e a

menor Uss (0.6519) (Figura 34).
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Figura 34 — Representacdo dos resultados para atividade enzimatica {UA)

4.3.3. Analise das respostas de atividade enzimatica expressas em UA/t

0O Quadro 25 mostra a estimativa dos efeitos para a terceira série de experimentos com

respostas em UAM

Quadro 25 — Estimativa dos efeitos para a 37 série de experimentos com respostas em UA/L

media 05154

Q 0.0793

t 0.0072
interacdo QO x ¢ -0.0282
U -0.2238
nteracBo Qx U -0.0012
mteracdo tx U 0.0602
interacdo QxtxU -0.01G8

Observando-se a estimativa dos efeitos, percebe-se que os efeitos de interacdo de 2° ordem

sdc importantes assim como os efeitos principais vazio de ar e U, inicial do substrato, com
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excecdo do efeito de interag@o entre vazdo de ar e Uy inicial do substrato, caracterizando um
modelo quadratico. O efeito principal do fator tempo de fermentagdio ndo € significativo devido
ao fato de a resposta para esse planejamento ser justamente uma funcdo do tempo de
fermentacdo. O fator vazdo aumenta significativamente a resposta quando se aumenta seu nivel.
A umidade em base seca (Uy) inicial do substrato aumenta significativamente a resposta quando

se diminui o seu nivel.

O Quadro 26 apresenta a tabela ANOVA para a analise estatistica das respostas para

atividade enzimatica expressa em UA/t:

Quadro 26 — Tabela ANOVA para 3° série de experimentos com resposta em UA/t

FONTE DE SOMA GRAUS DE MEDIA
VARIACAQ QUADRATICA LIBERDADE QUADRATICA TESTE F
REGRESSAC 0.3875 9 0.0431
34313
RESIDUOS 01129 9 0.0125
FALTA DE AJUSTE 0.1127 5 0.0225
404.6836
ERRO PURO 0.0002 4 0.0001
TOTAL 0.5005 18

% DE VARIANCIA EXPLICADA = 77.4331
% MAXIMA DE VARIANCIA EXPLICAVEL = 99.9555

Como a porcentagem de varidncia explicada ndo estd proxima da porcentagem maxima de

varifncia explicavel, ha evidéncia de falta de ajuste ao modelo quadratico.

QOutra evidéncia de falta de ajuste ao modelo quadratico no campeo experimentado ao nivel
de confianca de 95% ¢ devida a relac@io entre as médias quadraticas de falta de ajuste e de erro

puro ser muito maior do que o valor de F tabelado (Eq. 12)
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MO,
= 4046836 >>6.26= F 400 s

eep

Ainda outra evidéncia de falta de ajuste ao modelo quadratico é dada pelo valor de s°,
calculado com base nas repetigdes do ponto central, ser muito proximo do valor da média

quadrética do erro puro

A regressdo ndo ¢ significativa para o modelo ja que a relagdo entre as meédias quadraticas
da regressdo e do residuo € menos do que 4 a 5 vezes maior do que o valor tabelado de F ao nivel
de confianga de 95% (Eq. 13).

MQreg
8 = 34313=1.08%3.18=F, 5 o4 Eq. 13

— FEE

Observando-se os resultados como superficies de resposta (Figuras 35, 36 e 37), verifica-se
que ndo hd um resultado maximo dentro do campo estudado, ¢ nessa situagdo, ndo € possivel
determinar os valores maximos dos parametros igualando-se a primeira derivada de cada variavel

a Zero.

O modelo ndo pode ser considerado representativo para a resposta atividade enzimatica,
expressa em UA/t, uma vez que ndo ha inflexdo que identifique um maximo nas superficies de

resposta obtidas.
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7 tempo x vazdo com resposta em UAR.

JETSIN

Figura 35 — Representagdo em superficie de resposta para as varidveis tempo de fermentacdo () e

vazdo de ar (Q) com resposta em UA/R

Ui X vazao com resposta sm UAJE

TR S

Figura 36 — Representacdo em superficie de resposta para as variaveis Uy, e vazdo de ar (Q) com

resposta em UA/t
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i Uyg X tempe com resposta ern UA

(4]

Figura 37 — Representacio em superficie de resposta para as varidveis tempo de fermentagdo (t) e

Ups com resposta em UA/t

Cutra representagdio mostra que os melhores resultados de atividade enzimética expressas
em UA/t ocorreram usande-se ¢ maior tempo de fermentacdo (168 h), a maior vazdo (3.0 L/hyea

menor U (0.6519) (Figura 38).

P L
DETOL; 0.4166
Sl P

B B 43— 4555
e : St

Figura 38 — Representacio dos resultados para atividade enzimatica (UA/t)
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4.3.4. Analise das respostas de atividade enzimatica expressas em UA/gsseco

O Quadro 27 mostra a estimativa dos efeitos para a terceira série de experimentos com

respostas em UA/gsseco!

Quadro 27 — Estimativa dos efeitos para a 3* série de experimentos com respostas em UA/gss5ecor

média 7.0548

Q 1.0526

i 2.5886
interacio Q xt -(.2373
U 0.6189
interacdo Qx U 0.1338
imteracio tx U 0.7437
interacdo QOxtxU -0 1911

Observando-se a estimativa dos efeitos, percebe-se que os efeitos de interagdo de 2° ordem
s30 importantes assim como os efeitos principais, com exce¢io do efeito de interagio entre vazao
de ar e U inicial do substrato, caracterizando um modelo quadratico. Os fatores vazdo de ar e
tempo de fermentagio aumentam significativamente a resposta quando se aumentam seus niveis.
A umidade em base seca (Uss) inicial do substrato aumenta significativamente a resposta quando

se diminui o seu nivel.

O Quadro 28 apresenta a tabela ANOVA para a analise estatistica das respostas para

atividade enzimatica expressa em UA/gsseco
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Quadro 28 — Tabela ANOVA para 3* série de experimentos com resposta em UA/gsseco

FONTE DE SOMA GRAUS DE MEDIA
VARIACAO QUADRATICA | LIBERDADE | QUADRATICA TESTE F
REGRESSAO 38.3135 9 6.4793
2.7311
RESIDUOS 21.3513 9 2.3724
FALTA DE AJUSTE 21.3089 3 42618
301.9335
ERRO PURO 0.0424 3 0.0106
TOTAL 79.664% 18

% DE VARIANCIA EXPLICADA = 73.1986
% MAXIMA DE VARIANCIA EXPLICAVEL = 99,9468

Como a porcentagem de varidncia explicada no esta proxima da porcentagem maxima de

variancia explicavel, ha evidéncia de falta de ajuste ao modelo quadratico.

Qutra evidéncia de falta de ajuste ao modelo quadratico no campo experimentado ao nivel
de confianca de 95% ¢ devida a relagdo entre as médias quadraticas de falta de ajuste e de erro

puro ser muito maior do que o valor de / tabelado (Eq. 14)

MO .
T _401.9335>>626= S ao0s Eq. 14

e

Ainda outra evidéncia de falta de ajuste ao modelo quadratico é dada pelo valor de s,
calculado com base nas repeticdes do ponto central, ser muito proximo do valor da meédia

quadratica do erro puro.

A regressdo nio ¢ significativa para o modelo ja que a relagdo entre as médias quadraticas
da regressdo e do residuo é menos do que 4 a 5 vezes maior do que o valor tabelado de F ao nivel

de confiancga de 95% (Eq. 15).
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MO
m__:iismx2.731‘1:G.Sﬁx&l&"—“ﬂ,;,o_aj Eq. 13

4 o Fes

Observando-se os resultados como superficies de resposta (Figuras. 39, 40 e 41), verifica-
se que ndo ha um resultado méaximo dentro do campo estudado, e nessa situagio, ndo € possivel
determinar os valores maximos dos pardmetros igualando-se a primeira derivada de cada variavel

a Zero.

O modelo nio pode ser considerado representativo para a resposta atividade enzimatica,
expressa em UA/gsseco, UM vez que ndo hé inflexdo que identifique um maximo nas superficies

de resposta obtidas.

tempo ¥ vazdo comresposta em UA/G.aee

Qg;au:,g%N\'-\:_' L

Figura 39 — Representacio em superficie de resposta para as varidveis tempo de fermentacio {t) ¢

vazdo de ar {Q) com resposta em UA/gsseco
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g X vazAe com resposta em UAY seco

eomseid Gy
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2345
3015
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i 4,388
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: 7.033
- EEE 7703
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Figura 40 — Representacido em superficie de resposta para as varidveis Uy € vazio de ar () com

resposta em UA/gsseco

Ugs % tempo com resposta em UNésecc,

cnanefid

Figura 41 — Representacdo em superficie de resposta para as varidveis tempo de fermentacio {(t) e

Ups com resposta em UA/gsseco
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QOutra representacio mostra que os melhores resultados de atividade enzimatica expressas
em UA/Zsseco Ocorreram usando-se o maior tempo de fermentagdo (168 h), a maior vazdo (3.0

L/h) e a menor Uy, (0.6519) (Figura 42).
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Figura 42 — Representacio dos resultados para atividade enzimatica {(UA/gsseco)

Na impossibilidade de se otimizar os parimetros estudados, no campo experimentado, 0s

estudos seguiram a partir do melhor resultado encontrado, ou seja

Q=3,0L/
t=168 h
Ups = 0,6519.

Como ha uma tendéncia do ponto de méxima resposta encontrar-se a intervalos de tempo
de fermentacio maiores do que 168 horas, o que, em termos de processo, seria invidvel, tanto por
motivos econdmicos quants por risco de contaminagdo, resolveu-se por otimizar as variaveis
vazio de ar e umidade inicial do substrato somente. O novo planejamento foi feito, entdo, a partir

da seguinte base, demonstrada na Figura 43,
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vazao!
(L/h)
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Figura 43 — Representacio da 5% série de experimentos

4.4, Quarta Série de Experimentos

Os resultados obtidos na quarta série de experimentos seguem no Quadro 29:

Quadro 29 — Resultados para a 4° série de experimentos

Resultados Planejamento Fatorial em
Valores Reais
Amostra | [JA/mE, UA UA/t UA/Z55eeo | Vazdo (L/h) Ut
i 3,8129 76,2572 0,4539 3,4696 2.0 (0.436
modeio fatorial 2 3.5799 71,5984 0,4262 35,1354 40 0.436
linear completo 2? 3 2,1782 54 4548 0,3241 35,2077 2.0 0.910
4 20719 51,7985 0,3083 4,9537 3.0 6.910
ponto central 3 46723 | 105,1279 1 06258 86173 30 0.652
6 4 5466 1022981 (,6089 8,3836 3.0 0.652
7 3.1753 71,4452 (,4233 5,8565 1.6 $.632
modelo | plangjamento 8 3,3633 73,6746 0,4304 56,2032 4.4 0.652
quadratico gsirela 8 43257 821879 ,4892 36143 3.0 0.357
10 2,8893 75,1211 0,4471 7,6973 3.0 1.037
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4.4.1. Analise das respostas de atividade enzimatica expressas em UA/mL

O Quadro 30 mostra a estimativa dos efeitos para a quarta série de experimentos com

respostas em UA/mL.:

Quadro 30 — Estimativa dos efeitos para a 4 série de experimentos com resposta em UA/mL:
P p P

media 2.9107

Q -0.1696

U -1.5713
interacio Ox U 0.0633

Observando-se a estimativa dos efeitos, percebe-se que tanto a vazdo de ar quanto a
umidade em base seca (Uys) inicial do substrato, principalmente, tem influéncia significativa nas

respostas, aumentando os resultados quando se diminuem seus niveis.

O Quadro 31 apresenta a tabela ANOVA para a analise estatistica das respostas para

atividade enzimatica expressa em UA/mL:

Quadro 31 — Tabela ANOVA para 4° série de experimentos com resposta em UA/mL

FONTE DE SOMA GRAUS DE MEDIA
VARIACAO QUADRATICA LIBERDADE QUADRATICA TESTEF
REGRESSAO 6.7607 5 1.3521
7.0806
RESIDUOS 0.7639 4 0.1910
FALTA DE AJUSTE 0.7560 3 0.2520
31.8602
ERRO PURO 0.0079 1 0.0079
TOTAL 7.5246 9

9% DE VARIANCIA EXPLICADA = 89.8484
% MAXIMA DE VARIANCIA EXPLICAVEL = 99.8949
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Como a porcentagem de varidncia explicada esta relativamente proxima da porcentagem

maxima de varidncia explicavel, ndo ha evidéncia de falta de ajuste ao modelo quadratico.

Também nio ha evidéncia de falta de ajuste a0 modelo quadratico no campo experimentado
ao nivel de confianca de 95% devido 4 relagio entre as médias quadraticas de falta de ajuste ¢ de

erro puro ser menor do que o valor de /' tabelado (Eq. 16)

MO ..
_-~_f:a;r_ =31 8602 <2302 = P‘;’]’Q,()s Eq e

ep

Ha uma evidéncia de falta de ajuste ao modelo quadratico, porém, dada pelo valor de s,
calculado com base nas repetigdes do ponto central, ser muito proximo do valor da média

quadrética do erTo puro

A regressdo ndo € significativa para o modelo ja que a relagdo entre as médias quadraticas
da regressio e do residuo é menos do que 4 a 5 vezes maior do que o valor tabelado de F ao nivel
de confianca de 95% (Eq. 17).

MO
—. = 70806 =1.13x6.26 = F , 4 Bty

A FES

Observando-se os resultados como superficie de resposta (Figura 44), verifica-se que ha
um resultado maximo dentro do campo estudado, e nessa situagio, € possivel se determinar os
valores maximos dos parametros da equagio do modelo encontrado igualande-se a pnimeira
derivada de cada variavel a zero. O célculo dos maximos foi feito através do programa descrito

no Apéndice — Figura 2, pelo método de integracdo de primeira ordem de Euler.

O modelo obtido através do planejamento fatorial, para UA/mL, com os valores dos

pardmetros codificados, € o que segue:

UA/mL = 4.6096-0.0092q —0.6468 —0.8022¢" - 0.6331u’ +0.0317 qu Egq. 18

+5.0628 +0.0314 *0.0314 =0.0416 +0.8416
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Percebe-se que ha coeficientes com valores absolutos menores do que o valor de seus
respectivos erros padrio (apresentados sob os coeficientes na equagdo). Por isso, ndo se pode
dizer que esses coeficientes sdo diferentes de zero. Entretanto, s¢ se desprezar estes coeficientes,
o caleulo do maximo e dos pardmetros Otimos torna-se impossivel. Portanto, esses coeficientes

foram mantidos no modelo, ¢ os valores obtidos devem ser considerados com esta ressalva.

Qéfimo = _00158
otimo =~0. 5 i 12
UAimL ... =47750

LT IHEO

i

A relaglio entre os valores dos par@metros codificados e os valores reais € a seguinte:

Q-390
10
_U-0652
©0.237

q

Logo, os parimetros otimizados em valores reais, para a resposta UA/mL sdo

=298L/A
=0{.531

0

= ofimo

67’

GHme
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© vazfo x U g com resposta em UA/mL
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Figura 44 — Representacdo em superficie de resposta para as variaveis Uss e vazdo de ar {Q) com

resposta em UA/mL

A representagdo grafica da Figura 44 inclul as curvas de nivel correspondentes a superficie

de resposta. A curva de nivel em vermelho escurc delimita a area onde se encontraram as
melhores respostas para 0 experimento.

QOutra representacio mostra que os melhores resultados de atividade enzimatica expressas

em UA/mL ocorreram, com o tempo de fermentacdo de 168 h, usando-se a vazio (3.0 L/hj e a
Uss {0.6519) do ponto central (Figura 45).
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Figura 45 — Representagdo dos resultados para atividade enzimatica (UA/mL)

4.4,2. Analise das respostas de atividade enzimatica expressas em UA

A estimativa dos efeitos para as respostas expressas em UA, para a quarta série de

experimentos & mostrada no Quadro 32:

Quadro 32 — Estimativa dos efeitos para a 4° série de experimentos com resposta em UA:

média 63.5281

Q -3.6393

U -20.7994
interagio Ox U 0.9995

Observando-se a estimativa dos efeitos, percebe-se que tanto a vaziio de ar quanto a
umidade em base seca {Us,) inicial do substrato, principaimente, tem influéncia significativa nas

respostas, aumentando os resultados quando se diminuem seus niveis.

O Quadro 33 apresenta a tabela ANOVA para a anilise estatistica das respostas para

atividade enzimatica expressa em UA:
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uadro 33 — Tabela ANOVA para 4° série de experimentos com resposta em UA
P B P

FONTE DE SOMA GRAUS DE MEDIA
VARIACAO QUADRATICA LIBERDADE QUADRATICA TESTEF
REGRESSAQ 2198.6730 3 439.7349
37672
RESIDUOCS 166.5077 1 116.7265
FALTA DE AJUSTE 462.9038 3 154.3013
38,3380
ERRO PURO 4.0039 i 4.0039
TOTAL 2665.3810 9

9, DE VARIANCIA EXPLICADA = 824838
% MAXIMA DE VARIANCIA EXPLICAVEL =  99.8498

Como a porcentagem de varidncia explicada ndo estd proxima da porcentagem méxima de

varidncia explicavel, ha evidéncia de falta de ajuste ao modelo quadratico.

Nio hé evidéncia de falta de ajuste ao modelo quadratico no campo experimentado ao nivel
de confianca de 95%, porém, devido & relagio entre as médias quadraticas de falta de ajuste ¢ de

erro puro ser menor do que o valor de / tabelado (Eq. 20)

MG, =F
e =38 5380 <2302=F, 0
MO -

—gp

Bq. 20

Cutra evidéncia de falta de ajuste ao modelo quadratico ¢ dada pelo valor de s*, calculado
com base nas repeticbes do ponto central, ser muito proximo do valor da média quadratica do

2rro pure

A regressio ndo ¢ significativa para o modelo j& que a relagfo entre as médias quadraticas
da regressio e do residuo € menos do que 4 a 5 vezes maior do que o valor tabelado de F ac nivel

de confianca de 95% (Eq. 21).
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Observando-se os resultados como superficie de resposta (Figura 46), verifica-se que ha
um resultado maximo dentro do campo estudado, e nessa situagdo, é possivel se determinar os
valores maximos dos parimetros da equagfio do modelo encontrado igualando-se a primeira
derivada de cada variavel a zero. O célculo dos méximos foi feito através do programa descrito

no Apéndice — Figura 3, pelo método de integragio de primeira ordem de Euler.

O modelo obtido através do planejamento fatorial, para UA, com os valores dos pardmetros

codificados, € o que segue:

[J4 =103.7168—0.16739 —6.44991 —18 2266 ¢ ~15.67861° +0.4998 gu Eg. 22

14148 +0.7075 07073 =0.9360 +6.2360 =] 8005

Verifica-se que ha coeficientes com valores absolutos menores do que o valor de seus
respectivos erros padrdo (apresentados sob os coeficientes na equacdo). Por isso, ndo se pode
dizer que esses coeficientes sdo diferentes de zero. Entretanto, s¢ se desprezar estes coeficientes,
o caleulo do maximo e dos parimetros Stimos torna-se impossivel. Portanto, esses coeficientes

foram mantidos no modelo, e os valores encontrados devem ser considerados com esta ressalva.

{:.;c&zmzo = _08074
,,, = —0.2058
A = 1043811

IO

A relagdo entre os valores dos pardmetros codificades e os valores reais € a seguinte:

0-30
1.0
{70652
= e
0.237

q
Eqg. 23
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Logo, os pardmetros otimizados em valores reais, para a resposta UA s&o

0,...=299L/Ah

o otimo
U = 0.603

Glime

vazdo X L4, com respostia em UA

9T

] 52,088
780 481

Figura 46 — Representagiio em superficie de resposta para as varidveis U e vazlo de ar {Q} com

resposta em UA

A representagio grafica apresentada na Figura 46 mostra as curvas de nivel, na base do

grafice. A curva em vermelho escuro delimita a drea onde se encontram as melhores respostas
para UA.

Qutra representacdo mostra que os melhores resultados de atividade enzimatica expressas

em UA ocorreram, com ¢ tempo de fermentagdo de 168 h, usando-se a vazdo (3.0 L/h) e a Uy

(0.6519) do ponto central (Figura 47).
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Figura 47 — Representagdo dos resultados para atividade enzimatica (UA)

4.4.3. Analise das respostas de atividade enzimdtica expressas em UA/t

O Quadro 34 apresenta a estimativa dos efeitos para a quarta série de experimentos com

respostas em UA/t

Quadro 34 — Estimativa dos efeitos para a 4* série de experimentos com resposta em UA/L:

miéelia 0.3781

Q .0218

U -1.1238
interacio Qx U 0.0060

Observando-se a estimativa dos efeitos, percebe-se que tanto a vazfo de ar quanto a
umidade em base seca (U, inicial do substrato, principaimente, tem influéncia significativa nas

respostas, aumentando os resultados quando se diminuem seus niveis.

O Quadro 35 apresenta a tabela ANOVA para a analise estatistica das respostas para

atividade enzimética expressa em UA/
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Quadro 35 — Tabela ANOVA para 4° série de experimentos com resposta em UA/t

FONTE DE SCMA GRAUS DE MEDIA
VARIACAO QUADRATICA LIBERDADE QUADRATICA TESTEF
REGRESSAQ 0.0779 3 0.0136
3.7668
RESIDUOS 0.0163 3 0.0041
FALLA DE AJUSTE 0.0164 3 0.0053
38.3620
ERRO PURC 0.0001 1 0.0001
TOTAL 0.0944 9

% DE VARIANCIA EXPLICADA = 824824
o4 MAXIMA DE VARIANCIA EXPLICAVEL = 99,8499

Como a porcentagem de varidncia explicada ndo esta proxima da porcentagem méxima de

S = A - . -
varidneia explicavel, ha evidéncia de falta de ajuste ao modelo quadratico.

Nio ha evidéncia de faita de ajuste ao modelo quadratico no campo experimentado ao nivel
de confianca de 95%, porém, devido a relagdo entre as médias quadraticas de falta de ajuste e de

erro puro ser menor do que o valor de [ tabelado (Eq. 24)

MO

T\ﬁﬁa%ze <2302=F}, 405 Fq 24

et EFF

Qutra evidéncia de falta de ajuste ao modelo quadratico ¢ dada pelo valor de %, calculado
com base nas repetigBes do ponto central, ser muito proximo do valor da média quadrética do

8r7T0 puIo

A regressio ndo € significativa para o modelo ja que a relaglo entre as médias quadraticas
da regressic ¢ do residuo ¢ menos do que 4 a 5 vezes maior do que o valor tabelado de F ao nivel
de conflanga de 95% (Eq. 25).
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jW_,reg 3.7668=0.6x0626=F Hg. 25
= 3, =i 6X0.20= Ci <
MO 5.4,0.05

e

Observando-se os resultados como superficie de resposta (Figura 48), verifica-se que ha
um resultado maximo dentro do campo estudado, ¢ nessa situacdo, ¢ possivel se determinar 0s
valores maximos dos pardmetros da equagdo do modelo encontrado igualando-se a primeira
derivada de cada variavel a zero. O calculo dos méximos foi feito atraves do programa descrito

no Apéndice — Figura 4, pelo método de integragdo de primeira ordem de Euler.

O modelo obtido através do planejamento fatorial, para UA/t, com os valores dos

pardmetros codificados, € o que segue:

UA/t=06174—0.0010g-0.0384u ~0. 1985(1 -0.0933u” +0.0030gu Eqg. 26

/+0 0071 +0.0033 =0.0033 £0.004 +0.0047 =0.0030

Nota-se que hé coeficientes com valores absolutos menores do que o valor de seus
respectivos erros padrio (apresentados sob os coeficientes na equagdo). Por isso, ndo se pode
dizer que esses coeficientes sdo diferentes de zero. Entretanto, se se desprezar estes coeficientes,
o calculo do maximo e dos parimetros otimos torna-se impossivel. Portanto, esses coeficientes

toram mantidos no modele, e os valores encontrados devem ser considerados com ssta ressalva.

qwimo = “00075
Uy = —0.2059
Al .. =06214

HIGXIHO

A relacdo entre os valores dos pardmetros codificados e os valores reals € a seguinte;

qu_s.o
1.0
’ 7
17 -0.652 Eq. 23

u=
0.237
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Logo, os pardmetros otimizados em valores reais, para a resposta UA/t sio

=29%L/h
=0.603

o

= otimo

U

Atimo

vazdo x U g com resposta em UAM

0,070
0,124
0.178
10,232
L. 0,286
10,340
0,384
(0,448
0,502
0,555
above

Figura 48 — Representagdo em superficie de resposta para as variaveis U € vazdo de ar (Q) com

resposta em UA/

As curvas de nivel mostradas na Figura 48 apresentam 3 area onde se encontram as

melhorss respostas em UA/t, caracterizadas pela linha em vermelho escuro.

Outra representacdo mostra que os methores resultados de atividade enzimatica expressas
em JA/t ocorreram, com ¢ tempo de fermentacio de 168 h, usando-se a vazdio (3.0 L/h) e a U

{0.6519) do ponto central (Figura 49).
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F igura 49 — Representacdo dos resultados para atividade enzimatica (UAM)

4.4.4. Analise das respostas de atividade enzimética expressas em UA/Zseco

£ apresentada no Quadro 36 a estimativa dos efeitos para a quarta série de experimentos

com reposta em UA/gsseco!

Quadro 36 — Estimativa dos efeitos para a 4° série de experimentos com resposta em UA/gsseco:

media 31916

9] -0.2941

o) -0,2218
interacio QO x U 0.0401

Observando-se a estimativa dos efeitos, percebe-se que tants a vazdo de ar quanio a
umidade em base seca {Uy) inicial do substrato, principalmente, tem influéncia significativa nas

respostas, aumentando os resultados quando se diminuem seus nivets.

O Quadro 37 apresenta a tabela ANOVA para a andlise estatistica das respostas para

atividade enzimatica expressa em UA/gsseco:
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Quadro 37 — Tabela ANOV A para 4* série de experimentos com resposta em UA/gsseco

FONTE DE SOMA GRAUS DE MEDIA
VARIACAO QUADRATICA LIBERDADE QUADRATICA TESTEF
REGRESSAO 13.1435 3 2.6287
2.4710
RESIDUOS 42333 + 1.0638
FALLA DE AJUSTE 42284 3 1.4095
52.3865
ERRO PURC 0.0269 1 0.0269
TOTAL 17.3988 9

9% DE VARIANCIA EXPLICADA = 755427
2% MAXIMA DE VARIANCIA EXPLICAVEL = 998454

Como a porcentagem de variincia explicada nfo estd proxima da porcentagem maxima de

varidncia explicavel, ha evidéncia de falta de ajuste ao modelo quadrético.

Nio ha evidéncia de falta de ajuste ao modelo quadratice no campo experimentado ao nivel
de confianca de 95%, porém, devido 4 relacdo entre as médias quadraticas de falta de ajuste ¢ de

erro puro ser menor do que o valor de £ tabelado (Eq 28)

MQ .
w__"“_{?{. =52 3865«<2302 = F;L{)_os EQ %

~ep

Outra evidéncia de falta de ajuste ao modelo quadratico € dada pelo valor de s*, calculado
com base nas repeti¢Ses do ponto central, ser muite proximo do valor da média quadratica do

erTo puro

A regressdo ndo ¢ significativa para o modelo ja que a relagfo entre as medias quadraticas
da regressio ¢ do residuc ¢ menos do que 4 a 5 vezes maior do que o valor tabelado de F a0 nivel

de confianca de 95% (Eq. 29).
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MO
¥ 2 4710=039x626=F, , 05 Eq. 29

ey

Observando-se os resultados como superficie de resposta (Fig. 50), verifica-se que ha um
resultado maximo dentro do campo estudado, e nessa situagdo, € possivel se determinar os
valores maximos dos pardmetros da equagio do modelo encontrado igualando-se a primeira
derivada de cada variavel a zero. O caleulo dos maximos foi feito através do programa descrito

no Apéndice — Figura 3, pelo método de integragdo de primeira ordem de Euler.

O modelo obtido através do planejamento fatorial, para UA/gsseo, com os valores dos

pardmetros codificados, € 0 que segue:

Udlg,,,, =8.5019-001224+0.3128u~1.5241¢" ~121 114 +0.0200gu Eq. 30

+0,1160 £0.0586 +0.0580 =0.0767 =0.0767 +0.0820

Percebe-se que ha coeficientes com valores absolutos menores do que o valor de seus
respectivos erros padrdo (apresentados sob 0s coeficientes na equagdo). Por isso, ndo se pode
dizer que esses coeficientes sio diferentes de zero. Entretanto, se se desprezar estes coeficientes,
o calculo do maximo e dos pardmetros 6timos torna-se impossivel. Portanto, esses coeficientes

foram mantidos no modelo, e os valores encontrados devem ser considerados com esta ressalva.
Goumo = —0.0032

L =0.1291
UA’ gSsecGwma'Jdmo - 8522}

A relagdo entre os valores dos parimetros codificados e os valores reais € a seguinte:

_0-30
U -0652 =4

0.237
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Logo, os pardmetros otimizados em valores reais, para a resposta UA/gsseco 580

O = 3.00L/R
U oo = 0.683

stime

vazdo x U g com resposta.em UA/GS jecq

cverobND

1,754
2,425
3,085
"3,766
4437
15,107
5778
g,449
7,518
© 7,790
@ above

Figura 30 — Representagdo em superficie de resposta para as variaveis Uy € vazdo de ar (Q) com

resposta em UA/gsseco

A curva de nivel representada pela cor vermetho escuro, na Figura 50, delimita a regido

onde se encontraram as melhores respostas para UA/Zsseco.

Outra representagdo mostra que os melhores resultados de atividade enzimética expressas
em UA/ggseco OCOITETAM, COm 0 tempo de fermentacio de 168 b, usando-se a vazdio 3.0 L/hy e a

Ups {0.6519) do ponto central (Figura 51).
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Figura 31 ~ Representagic dos resultados para atividade enzimatica (UA/gs5000)

4.5, Caracterizacio da fermentacio nas condicdes otimizadas

A caracterizacio da fermentacio nas condicdes otimizadas (Q = 3.0 L/h, Uy, = 0.652), foi
feita a partir dos perfis de atividade enzimatica (expressa em UA/mL, UA, UA/L ¢ UA/gsseco),
atividade enzimatica especifica (UA/mgpr), concentragdo de proteina (PT), umidade em base seca

(Uss), umidade em base Gmida (Usy), atividade de agua {aw) e pH, com o temﬁo de fermentagdo.

O Quadro 38 mostra os valores dos parimetros caracteristicos da fermentagdo no periodo

de 168 horas de fermentacgio:

Quadro 38 - Valores encontrados no estudo da cinética da fermentagio

tempo de UA/mlL UA UAK ua/ E5seco UaA/ Tigpr BT Ubs Ubu aw pH
faymeantagio (mig/ml.}
0h - - R - ; 04440 | 0.5%24 | 03680 | 0.965 | 6.12

4gh 08110 [ 18,2470 | 0,3801 | 1,4957 | 16805 | 04826 | 1.6936 | 0,6288 0,992 3.85

72h 28522 | 64,1747 | 08913 | 35,2605 | 35,3143 | 0,5172 | 03608 | 6,2652 0,930 6.26

96 h 34325 | T7.2316 | 08043 © 6,3308 | 56,2269 | §,5512 | 24677 07116 0,985 6.18

120k 3,6608 | 810181 | 06752 | 56412 | 37421 | 06271 ¢« 26866 @ 07287 | 0985 6.83

44 h 41260 | 92,8346 | 0,6447 | 76098 | 56845 | 07258 | 28829 | 0,7415 0,977 6.89

i68h 43900 98,7734 1 03879 | 83,0968 | 43794 | 09386 | 32933 | 07671 0,984 5.599
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As representacdes graficas seguintes mostram as respostas de atividade enzimatica
(expressas em UA/mL, UA, UA/t, UA/gsw), atividade enzimatica especifica (UA/mger)
concentragio de proteinas (PT), comparadas aos pardmetros observados (Uss, Usu, aw & pH), com

relagdo ao tempo de fermentagio:

UASmL. x tempo de fermentagdo

UA/ml., Uy, & pH

o By (GSQ}.

L | o, UAImL (din)
— } Tt U, (diF) ilo
= ! \&\ pN (dxr)
0.2 - -1

a - _ 24 48 72 96 120 - a4 . 188
) tempo de fermentagio, b ' i

Figura 32 CIHetICEl comparativa da fermentacio com retagao a Uss, Lbu, aw, pH e UA/mL

UA xtermpo-de fermentagdo .

11 L R el 1
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. x
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05 / e P Vg (s 2
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R 4 -2 = |
o/ v q}z S
. w UAXI07S @i |y
03 S The Upg (dif)- 7
: @ : e pH {dir} :

g . 24 48 .72 98T 1200 0 144 163

"~ tempo de fermentaqao h n

Figura 53 Cmenca comparativa da fermentacao com rﬂlagao a Uhs, Ubu, aw, pHe UA
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Percebe-se pelas representagdes graficas das Figuras 52 e 53 que a fase onde ha maior
crescimento na producdo de enzima € 2 mesma onde ha um decréscimo na umidade e na
atividade de agua, provavelmente devido a uma maior geragdo de calor no processo fermentativo,

fazendo com que mais dgua seja arrastada, por evaporagdo, pelo ar que flui pelo reator.

R L UAE_x-térééo de fermentago . .

3 |
q.}j: . %
E M =
o T UAR(esg) |12
e Ugy (esar | |
R B o |

T Ty (884) _
e U i) | Lo
L e pH (diry e
o1 : : nnd 47
TR 24 a8 72 g6 2000 144 -:_1_88_
T A tempeziefermentaqae he L : FRRE A

F1gura 54 Cmetica c@mparaiwa; da fermemagao com feiagao a Ubs, Ubu, a\x, pH e UA/t

A produtividade, expressa em UA/t, apresenta seu maximo valor no periodo de 72 horas,
que é também a fase de menores umidades e atividade de 4gua, como mostra 2 Figura 54. O fato
de o crescimento nas respostas de atividade enzimatica ter diminuido apés o tempo de

fermentacdo de 72 horas faz com que nesse ponto se tenha obtido a maior produtividade.

A representagio grafica da Figura 55 apresenta o mesmo fendmeno anteriormente
observado, onde a fase de maior crescimento na resposta coincide com a fase de menores

umidades e atividade de agua.
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Figura 53 - Cmetica. comparatwa da fermentacdo com relacio a Us,, Ubu, aw, pH UA/gsee00
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Figura 56 - Cinética compa‘ atwa da fefrnem:agao com relacdo a Ubs, Vb, 3w, pH e UA/mger

Na representagdo grafica apresentada pela Figura 56, observa-se que a fase de maior
crescimento na resposta coincide com a fase de menores umidades e atividade de agua, assim

como acontece quando as respostas sdo expressas em outras formas de atividade. O decréscimo
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na resposta, depois do periodo de 96 horas, mostra que a produgdo de enzima decai em relagdo a

produgdo de outras fontes protéicas, sejam outros metab6litos, sejam constituintes do proprio

microrganismo.

cencentragiio de proteinas x tempo de'.fe&nentégéo '

R

PT (mg/iL), U 4 € 2wy

Use & pH

T PT(mgfmL) (esq)

3 / T Upy fesq). 1
i vy L Ay {esa) B
031 S A Ups i g
: - B T D
AT - e pH (diny _
02 . -t
o 24, 48 72096

'.t@rr.{pa'de ferr,:ﬂént_agé@.; b

1200 . 144 188

Figura 57 - Cinética comparativa da fermentagio com relacdo a Uss, Usy, 2w, pH ¢ PT

Através da representacdo grafica mostrada na Figura 57, verifica-se que o aumento na

concentragdo de proteinas segue um comportamento praticamente independente da variagdo de

umidade, atividade de 4gua ¢ pH.
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Figura 58 - Comparag8o entre o aumento da concentragdo de proteinas e a atividade enzimatica

do extrato expressa em UA/mL, no decorrer do tempo de fermentacio.

A Fig. 58 mostra a representagdo grafica que relaciona a concentragio de enzima com a

concentragdo de proteinas no extrato enzimatico. E interessante constatar que o crescimento na

concentragdo de proteinas nfo é acompanhado proporcionalmente pelo aumento na concentraglo

de enzima. Entre os periodos de 48 e 96 horas, parece haver um predominio na produgio da

enzima de interesse. Apds esse periodo, embora a concentragdo de proteinas continue

aumentando, a concentracdo enzimatica tem seu crescimento diminuido. O continuo aumento na

concentracio de proteinas parece estar relacionado a produgio de outras foutes protéicas, como

outros metabolitos ou crescimento celular do proprio microrganismo. J2 a queda no crescimento

da concentracio da enzima de interesse parece estar ligada a algum tipo de inibigdio, ou pelo

préprio produto, ou pelo aumento de concentragio da presenca de outros metabdlitos. Pode estar

havendo, também, uma limitagdo pelo consumo no substrato de algum nutriente que induza a

produgio de B-galactosidase em detrimento de outras formas protéicas,
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Figura 59 - Comparagio entre atividade de dgua e a umidade em base tmida no decorrer do

tempo de fermentaco

Através da representagio grafica mostrada na Fig. 39, observa-se que © substrato

fermentado tem maior capacidade de absorcio de dgua apds o tempo de 96 horas, onde a umidade

continua aumentando embora a atividade de agua diminua. Isso é devido provavelmente ao

aumento na concentragio microbiana e ao fato de os microrganismos terem a agua como parte

importante de suas constituigdes. Isso significa que, a partir das 96 horas, apesar de a umidade do

meio continuar aumentando, as condigdes do mesmo, para 0 microrganismo, em relagdo 4 agua

disponivel para o seu desenvolvimento, permanecem praticamente inalteradas.

4,6. Consideragdes finais

Apesar da dificuldade em se padronizar o in6culo, as variages devidas a possiveis erros

experimentais mostraram ndo influenciar significativamente nos resultados, j& que as respostas

apresentaram boa reprodutibilidade quando obtidas a partir de diferentes séries de experimentos.
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Dentre os pardmetros estudados, a vazio de ar foi a que apresentou menos influéncia. Este
resultado é provavelmente devido 4 ambigiiidade dos fendmenos que o aumento deste pardmetro
acarreta. Por um lado, ele promove um controle mais eficaz da temperatura, através da
evaporagio da agua presente no substrato, bem como aumenta a taxa de transferéncia de massa.
Por outro lado, a maior injecdo de ar umido provoca o aumento da atividade de dgua a niveis

pouco interessantes a fungos filamentosos.

A umidade inicial do substrato é o parametro de maior influéncia no processo. Maiores
atividades de Agua no inicio do processo provocam grande diminui¢io na produtividade
enzimatica. Como a atividade de agua aumenta bastante, devido a vazio de ar Umido,
principalmente apos as 96 horas de fermentagio, mantendo-se entdo praticamente constante &
alta, pode-se dizer que a alta umidade prejudica principalmente o crescimento microbiano quando

em sua fase lag.

O parimetro tempo de fermentacdo apresenta grande influéncia nas respostas obtidas. A
produtividade, porém, tende 2 baixar apés as 96 horas de fermentagdo. O funge Scopulariopsis
sp. tem crescimento bastante lento se comparado com outros fungos comumente estudados, como
o Aspergillus niger, por exemplo. A fixagdo do tempo de fermentagio em 168 horas foi
interessante pelo fato de se evitar contaminagdes devido 3 alta atividade de 4gua apresentada pelo

substrato duranie a fermentagfo e por permitir a realizagdo de maior quantidade de ensaios.

O planejamento fatorial dos experimentos foi bastante Gtil na condugfo do trabalho em
vistas da otimiza¢io dos parimetros. Embora tenham surgido algumas evidéncias de falta de
ajuste ao modelo encontrado através da metodologia de superficie de resposta, o mesmo
apresentou resultados come maximas respostas e Otimos par@metros bastante razoaveis, ao
comparados com as respostas obtidas experimentalmente. E importante salientar que o©
plansjamento de experimentos ¢ normalmente empregado para reagdes quimicas mais previsiveis

do que processos bioquimicos.
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CAPITULO 5

CONCLUSOES E SUGESTOES PARA PROXIMOS TRABALHOS

5.1, Conclusdes

A maxima atividade enzimatica obtida foi 4,775 UA/mL para os parametros 2,98 L/h de
vazio de ar, 0,531 de umidade inicial do substrato em base seca e tempo de fermentagdo de 168

h. Esse resultado mostra melhora na produgfio enzimatica em relago a resultados anteriormente

relatados (PARK et al (1979), 1,40 UA/mL e PASTORE (1982), 1,26 UA/mL).

Dentre os parametros estudados, a vazdo de ar € o que apresenta a menor influéncia nos
resultados porque, a0 mesmo tempo em que melhora o controle de temperatura € a transferéncia
de massa, também aumenta em muito a atividade de dgua do meio, diminuindo a taxa de

crescimento do microrganismo.

A umidade inicial do substrato é o parimetro de maior influéncia no processo. Maiores
valores de atividade de dgua no inicio do processo provocam grande diminuigao na produtividade
enzimatica, podendo-se dizer que a alta umidade prejudica principalmente o crescimento

microbiano em sua fase lag.
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O microrganismo produz B-galactosidase até o tempo maximo estudado, de 168 horas.

Apos 96 horas, porém, a produtividade comega a diminuir.

A concentragio de proteinas aumenta ate¢ o tempo maximo estudado, de 168 horas. A
concentracdo de [-galactosidase, porém, ndo apresenta comportamento proporcional,
demonstrando que ¢ microrganismo tende a produzir outras formas protéicas no decorrer da

fermentagdo.

A metodologia de superficies de resposta como ferramenta para a obtengio de um modelo
para a producdo enzimatica mostrou deficiéncias ao evidenciar falta de ajuste. As respostas

previstas pelo modelo, porém, s@io bastante proximas das encontradas experimentalmente.

O sistema de fermentagdo de colunas de Raimbault mostrou eficiente controle operacional e

boa reprodutibilidade nos resuitados obtidos.

5.2. Sugesties para proximos trabalhos

Devido a dificuldade em se padronizar o inéculo através de métodos como
espectrofotometria e contagem de células, sugere-se a utilizagdo de analise de concentragio de

proteinas no moculo para esse fim.

Como a atividade de agua se mostrou um fator bastante importante principalmente no
comego do processo fermentativo, € como esse fator € dependente da vazio de ar Gmido
administrado no reator, sugere-se a variacdo da vazdo de ar durante o processo, comecgando-se

com menores valores e aumentando-se gradativamente.

Um acompanhamento respirométrico do processo também seria bastante interessante, a fim
de se determinar as reais necessidades do microrganismo em relagdo a injegdo de oxigénio no
sistema, bem como se fazer um melhor acompanhamento cinético da fermentag¢io, com vistas a

confecgdo de um modelo matematico para o crescimento de biomassa.
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APENDICE

ST T .

¥O=QOT IMO+QDOT*DELTA

IF (QDOT.GT.0.0000011GC TC 100
IF(QDOT.LT.-0.000001)G0 TO 100
IF(UDOT.GT.0. 000001} GO TS 100

IF (UDOT.LT.~0.000001)G0 TO 100

WRITE{&, 2 QUTIM0, UOTIMG, QDOT, UDOT, M

[aw

FORMAT {5X, 3F8. 4)
Sfitel=
END

Figura 1 — Programa em Fortran para o calculo dos pardmetros étimos e dos valores maximos de resposta
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Q=0 .
U=0.
UARL=0.
DELTA=0.05
WRITE (&, 1}

T FORMAT {' Q U QDOT UDOT UARL' )

100 QDOT=-Q+0,0L98%U-~0 . 0057

UDOT=~U+0.0230%¢-0.5108
Q=Q+QDOT*DELTA
U=U+UDQOT*DELTA
UAmL=4 . 6086-0.0092%0~0.84588*U~0.8022+Q**2-0.6331*U**2+0.0317*Q*U
IF (QDCT.GT.C.000001)G0 70 100
IF(QDOT.-LT.-0.020001:G0 TC 100
IF(UDOT.-GT.0.CO0C0L)Go TO 100
IF(UDOT.LT.~0.000G001)G0 TC 100
WRITE(&,2)0Q,U,DOT, UDCT, UARL

2 FORMAT (5X, 5FS. 4}
STOP
END

Figura 2 — Programa em Fortran para o calculo da maxima respostz de UA/mL e dos valores timos dos
pardmetros experimentados

Q=0.
U=0.
UA=0.
DELTA=0.05
WRITE(E, 1)

1 FORMAT {' Q U QDeT upoT UAT)
150 QDOT=-0.1673-36.4532*0+0.4988+*7
UDOT=-5.4499-31.3572*U+0.4898%Q
Q=0+QDOT*DELTA
U=+ UDOT *DELTA
UA=103.7168-0.1673*0~56. 4499 U~18.2266*Q**2-15.6786*U**2+(, 4888*Q*1J
IF{QDOT.GT.C.000001) GO TO 196G
IF{GDOT.LT.-0.0000011G0 TO 100
IF(UDOT.CT.C.000001) G0 TG 100
IF{UDOT.LT.~-C.000001) GO TC 100
WRITE(6,2)Q,U,0D0OT, UDOT, UA
FORMAT {5¥, 3F8. 4]

STOP
END

o8]

Figura 3 — Programa em Fortran para o calculo da maxima resposta de UA e dos valores étimos dos
pardmetros experimentados
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Q=0
U=0.
URAE=0,
DELTA=0.05
WRITE (6,1}
1 FORMAT {' 2 U QDoT UDoT UAL "}
100 QDOT=-0.001-0.217*Q+0.003%U
UDOT=~0.0384-0,1868*U+0.003%Q
G=Q+QDOT*DELTA
F=U+UDOT*DELTA
UAt=0.56174-0.001*0-0.0384*U~-C. 1085*Q**2-0.0833*U**2+0.003*Q*U
IF{QROT.GT.0.000001) G0 70 100
IF{QDO ~0,0000013GO TS 100
IF{UDQ T.0.000001)G0 TO 100
IF{UDCT.LT.~0.000001}GO TO 100

3
1
=

&
41

WRITE (&, 2)2,U,QDOT,UDOT, UAL
2 FORMAT {5X, 5Fg2.4)

3TOR

END

Figura 4 — Programa em Fortran para o calculo da maxima resposta de UA/t e dos valores timos dos
parametros experimentados

G=0.

U=G.

Uhg=0.

DELTA=0.05

WRITE (6, 1}

1 FORMAT{® Q U QDOT UDOT UAg™)

100 QDOT=—~0.0122-3.0482*%0+0.02*U7

UDCT=0.3128-2.4222*U+0.02%Q

Q=CHQDOT *DELTA

U=U+UDOT*DELTA

YAg=8.5019-0.0122*C+0.3128*U~-1.5241+Q**2-1, 221 1*U**2+0.,02%Q*U

IF{QDOT.GT.0.000001)50 T 100

IF (QDOT.LT.-0.000001)G0 TO 100

IF{UDOT.GT.0.000001;G0 TO 100

I

F{UDOT.LT.-3.000001)G0 TO 100

FORMAT (5%, 5F3. 4}

A

ITOP
END

Figura 5 - Programa em Fortran para o cdlculo da maxima resposta de UA/gg..q. ¢ dos valores Stimos dos
parametros experimentados



